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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1. Antecedentes de la electroforesis capilar 
 
1.1.1. La doble capa eléctrica con fases estáticas 
 Cuando un sólido con una superficie electroactiva está en contacto con una 
disolución acuosa de un electrolito, se puede decir que la superficie del sólido presenta 
un exceso de carga eléctrica, mientras que un exceso equivalente de carga de signo 
contrario se localiza en la fase acuosa en las proximidades de la interfase, tal y como 
se representa en la Figura 1.1. Esta distribución de cargas en la interfase constituye la 
llamada doble capa eléctrica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.1. Distribución de cargas en la interfase de una superficie 
electroactiva y una disolución electrolítica. OHP: Plano exterior de 
Helmholtz. 
 
 Existen varios modelos que describen la estructura de la doble capa, siendo los 
tres más comúnmente utilizados el de Helmholtz1, el de Gouy-Chapman2,3 y el de 
Gouy-Chapman-Stern4. 
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 El modelo de Helmoltz supone que la carga neta presente en la superficie del 
sólido se contrarresta con una carga igual y opuesta situada en un plano cercano a 
dicha superficie, llamado plano exterior de Helmholtz (OHP), estableciéndose entre 
ambos planos una doble capa eléctrica. El OHP se define como el lugar geométrico de 
los centros de los iones solvatados de signo contrario a los de la superficie del sólido, 
situados en su proximidad. De una forma muy simplista el modelo sugiere que el 
equivalente eléctrico de la doble capa (dos láminas de caras planas y paralelas 
separadas por una distancia no mayor que la molecular y con cargas de signo opuesto) 
es un condensador con una caída lineal de potencial entre las láminas, desde ϕo (en la 
superficie del sólido) hasta cero (en el OHP), tal y como se observa en la Figura 1.2. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.2. Variación lineal del potencial en la doble capa, en el 
modelo de Helmholtz. 
 
 El modelo de Gouy-Chapman libera a los iones del OHP y establece que éstos 
se desplazan libremente por el interior de la disolución en base al movimiento 
browniano o de agitación térmica, aunque sujetos a la acción del campo eléctrico 
establecido, creándose un símil de doble capa eléctrica difusa. Este planteamiento es 
formalmente análogo al planteamiento electrostático de las interacciones ion-ion en las 
disoluciones de electrolitos, si bien ahora la carga superficial del sólido queda 
enfrentada a una nube iónica cuya densidad de carga disminuye paulatinamente en 
OHP
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d
Capítulo 1. Introducción 
 
 
3 
láminas paralelas a dicha superficie al penetrar los iones hacia el interior de la 
disolución. En este caso, como se representa en la Figura 1.3, el potencial decrecerá 
asintóticamente con la distancia, desde ϕo sobre la superficie del sólido hasta anularse 
en el seno profundo de la disolución. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3. Variación asintótica del potencial en la doble capa, en el 
modelo de Gouy-Chapman. 
 
 Por último, el modelo de Gouy-Chapman-Stern pretende consensuar las teorías 
de Helmholtz y de Gouy. Según este modelo, en la doble capa existe una primera 
película entre la superficie del sólido y el OHP, con una caída lineal de potencial desde 
ϕo hasta el potencial ϕOHP. A partir de aquí se produce una penetración iónica difusa 
hacia el interior de la fase líquida, donde la agitación térmica provoca el movimiento 
libre de los iones que a su vez están sometidos a la acción del campo eléctrico; el 
resultado es una variación gradual y asintótica del potencial entre el OHP y el interior 
de la masa líquida, conocida como potencial electrocinético o potencial zeta (ζ), hasta 
que se alcanza la distribución uniforme de carga. Si a la disolución electrolítica se le 
adicionan sustancias capilarmente activas (colorantes o iones de carga elevada), se 
produce un marcado efecto sobre el potencial zeta, que puede incluso llegar a invertir 
su signo, como se observa en las Figuras 1.4A y 1.4B, pero este efecto apenas 
modifica el potencial termodinámico ϕo. 
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d
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Figura 1.4. Variación del potencial en la doble capa, en el modelo de 
Gouy-Chapman-Stern, en presencia de (A) electrolitos tensio-inactivos 
y (B) aniones tensio-activos en la disolución. 
 
1.1.2. La doble capa con fases en movimiento: Electroforesis capilar 
Una superficie de vidrio puede considerarse como una superficie 
electroquímicamente activa, puesto que por encima de pH ~ 2 su pared presenta una 
gradual desprotonación de los grupos silanol: 
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Esta carga negativa atraerá a los iones positivos de la disolución electrolítica, 
formándose una doble capa eléctrica en la interfase entre la pared negativa del vidrio y 
la disolución próxima con un exceso de cargas positivas. 
 El estudio de la doble capa cuando una de las fases se mueve respecto de la otra 
conduce a los fenómenos electrocinéticos, cuya aparición se debe a la separación 
espacial de los iones de la doble capa que, por encontrarse en sendas fases en contacto, 
pueden desplazarse unos respecto de los otros. Tal es el caso de la electroforesis 
capilar zonal (CZE) que se lleva a cabo en capilares de sílice fundida rellenos con una 
disolución de un electrolito inerte, de manera que, cuando se aplica una diferencia de 
potencial a su través, cabe esperar el paso de una corriente no farádica de acuerdo con 
la ley de Ohm. Pero también se manifiesta un hecho adicional: la disolución fluye 
produciendo un fenómeno de electroósmosis. Dependiendo de la naturaleza de la 
superficie del capilar, el flujo de la disolución se mueve en la misma dirección de la 
corriente o en su contra, lo que sugiere que la electroósmosis se debe a la existencia de 
cargas eléctricas de signo opuesto en el límite de separación entre la superficie del 
capilar y la disolución. En el caso más simple de capilares de sílice no recubiertos 
internamente, este flujo se producirá en la dirección del campo eléctrico aplicado. 
 Este fenómeno se observa también a mayor escala. Así, si dos masas de agua se 
encuentran separadas por un diafragma poroso y se mantiene una diferencia de 
potencial (∆V) con sendos electrodos colocados uno a cada lado del diafragma, se 
genera un flujo de agua que circula de un lado al otro. Si el nivel inicial de líquido es 
el mismo a ambos lados de la membrana separadora, éste se elevará de un lado y 
decrecerá en el otro, produciéndose una caída de presión (∆P) que contrarrestará el 
flujo de líquido hasta alcanzarse un estado de equilibrio. 
Si la velocidad de flujo (v) con que se desplaza el electrolito depende de un 
gradiente de presión en la dirección del desplazamiento (∇Px = ∆P/∆x) y de la 
aplicación de un campo eléctrico o gradiente de potencial (E = ∆V/∆x), mientras las 
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fuerzas motrices sean pequeñas siempre cabrá suponer relaciones lineales entre las 
fuerzas que provocan el movimiento y la velocidad de flujo resultante, de acuerdo con 
la expresión: 
 v = a11 · ∇P + a12 · E (1) 
donde a11 es la constante de proporcionalidad hidrodinámica entre la velocidad y el 
gradiente de presión, mientras que a12 describe el flujo electroosmótico (EOF), esto es, 
la velocidad de la fase móvil por unidad de gradiente de potencial aplicado, cuando no 
existe gradiente de presión. 
 Consecuencia recíproca del EOF es que si un campo eléctrico E provoca el flujo 
de la fase móvil, efecto que normalmente lo origina una diferencia de presión, quizás 
una diferencia de presión (que fuerce a pasar un líquido a través del diafragma) 
produzca una corriente eléctrica. Evidentemente, la diferencia de presión origina una 
corriente debida al flujo, expresable, siguiendo la misma idea que para la 
electroósmosis, por: 
 i = a21 · ∇P + a22 · E (2) 
siendo i la densidad de corriente, que será lineal con ∇P y con E siempre que estos 
gradientes sean pequeños. El coeficiente a21 representa la densidad de corriente debida 
al flujo producida por un gradiente de presión unidad (a21 = iΦ/∇P); si en esta 
expresión se multiplica la densidad de corriente por la resistividad (ρ), se tiene: 
 EΦ = iΦ · ρ = a21 · ρ · ∇P (3) 
esto es, al aplicar un gradiente de presión sobre el electrolito se origina una diferencia 
de potencial y su correspondiente campo eléctrico (potencial de flujo). 
Overbeek5 resolvió las ecuaciones fenomenológicas anteriores, obteniendo 
sistemas con contribuciones cruzadas. La relación de reciprocidad de Onsager6 predice 
que cuando hay efectos cruzados, tales efectos pueden intercambiarse y, por tanto, los 
coeficientes simétricos deberán ser iguales (aij = aji). En consecuencia, el coeficiente 
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que determina la velocidad de flujo por acción de un campo eléctrico y el que define la 
densidad de corriente que circula por efecto del gradiente de presión aplicado, serán 
iguales: 
 
00 ==∇



∇=

=
EP P
i
E
vEOF  (4) 
Así pues, el EOF es igual a la densidad de corriente debida al flujo. 
 
 
1.2. Electrocromatografía capilar 
 
 La electrocromatografía capilar (CEC) combina la elevada eficacia de 
separación de la CZE con la alta selectividad proporcionada por la cromatografía 
líquida de alta resolución (HPLC). En CEC la separación se lleva a cabo en columnas 
capilares rellenas total o parcialmente con una fase estacionaria. De forma análoga a 
CZE, se genera un flujo a través de la columna aplicando un voltaje a lo largo de la 
misma. 
La historia de la CEC se inició en 1939 cuando Strain7,8 aplicó campos 
eléctricos a lo largo de una columna de adsorción para demostrar la elevada 
selectividad debida a la combinación de fuerzas de separación electroforéticas y 
cromatográficas. Más de tres décadas después, en 1974, Pretorius y col. sugirieron el 
uso del EOF como mecanismo de bombeo alternativo a la presión como conductor del 
flujo para expandir las prestaciones de la HPLC9. La viabilidad de la CEC en 
columnas empaquetadas fue demostrada por Jorgenson y Luckas en 198110, y 
examinada con mayor detalle por Knox y Grant en 198711,12. 
En presencia de elevados campos eléctricos, el EOF actúa como fuerza 
impulsora de la fase móvil y da lugar a un perfil plano en el movimiento del frente 
líquido presente en el interior del capilar, a diferencia del perfil parabólico que se 
obtiene en HPLC. Esto origina una disminución de la altura equivalente de plato 
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8 
teórico y, en el caso de columnas particuladas, permite la posibilidad de utilizar 
partículas de menor tamaño, alcanzándose eficacias mayores que en los sistemas 
conducidos mediante presión (HPLC). 
En CEC el criterio de separación es doble13, existiendo un mecanismo 
cromatográfico como consecuencia de la existencia de sendas fases móvil y 
estacionaria, y en segundo lugar un mecanismo electroforético debido a las diferencias 
entre las movilidades electroforéticas de los diferentes solutos. Los solutos neutros se 
separan por partición entre la fase móvil y la fase estacionaria, siendo transportados a 
través de la columna por el EOF. Los solutos que interactúan en mayor medida con la 
fase estacionaria presentan una mayor retención en la columna que aquéllos con mayor 
tendencia a permanecer en la fase móvil. Los solutos cargados poseen una movilidad 
electroforética adicional debido al campo eléctrico aplicado. En este último caso, la 
separación se consigue por la acción combinada de los dos mecanismos 
(cromatográfico y electroforético). 
El relleno de la columna juega un doble papel, influyendo sobre el EOF y 
actuando como fase estacionaria, de manera que la calidad de la separación 
cromatográfica dependerá de su naturaleza. 
Así, con el fin de explotar el potencial de la CEC, es de importancia extrema el 
control y la optimización de las condiciones cromatográficas para generar elevadas 
velocidades del EOF. Se han llevado a cabo diversos estudios experimentales y 
teóricos que han intentado tratar este tema14-35. Sin embargo, la comprensión teórica 
del EOF y de los fenómenos asociados de transporte en medios porosos requiere una 
descripción exacta del flujo en el medio poroso, siendo ésta una tarea compleja que 
aún no ha sido resuelta15,16,36-58. 
 La mayor parte de las columnas empleadas en electrocromatografía capilar 
contienen simultáneamente segmentos rellenos y abiertos. En la interfase de estos 
segmentos existen cambios tanto en la intensidad del campo eléctrico como en la 
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velocidad del flujo, lo que complica el diseño de la columna, el cálculo exacto de los 
parámetros en CEC y la interpretación de los datos electrocromatográficos24,26,27,30,32,33. 
 La CEC surgió como una técnica que ofrecía elevadas eficacias en comparación 
con la HPLC, lo que indica una mayor transferencia de masa en las columnas en 
CEC14,21,23,25,35. La transferencia de masa por convección y difusión tiene lugar en los 
espacios intersticiales y es la clave para la separación en CEC, por lo que es 
importante entender las características del flujo en el entorno de la fase estacionaria. 
 En la Figura 1.5 se muestra el flujo a través de un lecho empaquetado con 
partículas porosas, tanto a lo largo de los grandes canales intersticiales (canales 
interpartículas) como de los pequeños poros (canales intrapartículas). Dado que en 
CEC el EOF sólo depende de los parámetros eléctricos y de la viscosidad del medio, 
pero es independiente del diámetro del canal, ambos flujos son aproximadamente 
idénticos, dando lugar a eficacias elevadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.5. Esquema del EOF a lo largo de un sistema empaquetado 
de partículas porosas en CEC. 
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1.3. La instrumentación en CEC 
 
 Un instrumento de CEC está constituido básicamente por los siguientes 
componentes: 
− Una fuente de alto voltaje. 
− Un sistema de aporte de disolvente y/o de muestras hasta los viales de 
entrada y de salida de la columna. 
− Una columna capilar con una fase estacionaria en la cual se genera un flujo 
electroosmótico, y donde tiene lugar la separación electrocromatográfica.  
− Un compartimento isotérmico para la columna. 
− Un sistema de detección, capaz de registrar el perfil de concentración del 
analito en el eluyente. 
 En la Figura 1.6 se esquematiza un instrumento de CEC. Básicamente es un 
instrumento de electroforesis capilar, salvo por la posibilidad de presurizar los viales. 
Esta presurización es necesaria puesto que un factor negativo para las separaciones 
electrocromatográficas es la formación de burbujas que pueden originarse por diversas 
causas: diferencias locales en la velocidad del EOF (por ejemplo, entre las secciones 
rellena y abierta del capilar)27, diferencias locales en la intensidad del campo eléctrico, 
pérdida del gas atrapado en los poros o formado electroquímicamente59, por 
calentamiento60,61 o por la presencia de fritas para mantener la integridad estructural de 
las columnas particuladas62. Sea cual fuere el mecanismo implicado, los primeros 
investigadores en CEC presurizaron tanto el vial de entrada como el de salida para 
retener el gas disuelto12,63,64. Actualmente, con objeto de minimizar la formación de 
burbujas de aire, muchas empresas de instrumentación ofrecen equipos que permiten 
mediante un gas inerte aplicar presiones próximas a 10 bar tanto en el vial de entrada 
como en el de salida. La presurización en ambos viales asegura un flujo reproducible, 
mientras que aplicando una presión en un solo vial se impulsan a través de la columna 
las disoluciones utilizadas en los procesos de acondicionado de la misma. 
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Figura 1.6. Esquema de un instrumento de CEC. 
Figura 1.6. Esquema de un instrumento de CEC. 
 
La calidad de una técnica de separación se caracteriza por la reproducibilidad, 
la eficacia obtenida y la sensibilidad de la detección. Para obtener resultados 
reproducibles en CEC, es necesario el control de parámetros como la temperatura, el 
voltaje y la presión. En los equipos comerciales de electroforesis capilar, muchos de 
estos parámetros se controlan automáticamente, lo que da lugar a aumentos 
significativos de la reproducibilidad y seguridad de las separaciones. 
Los detectores espectrofotométricos UV-vis son los más empleados en CEC65-
69. La detección se realiza en la misma columna, utilizando como celda de detección 
una pequeña sección de la misma que se encuentra adyacente al relleno y de la cual se 
ha retirado la capa protectora de polímero. Esta forma de detección es cuasi-universal, 
pudiéndose llevar a cabo tanto de manera directa para especies absorbentes en el UV-
visible, como indirecta para especies no absorbentes. 
Se emplea también la fluorescencia inducida por láser70-72, técnica muy sensible 
en la cual la detección se lleva a cabo igualmente en el interior de la columna. Para 
utilizar este método se requiere que los analitos a determinar sean fluorescentes, o bien 
hay que derivatizar la muestra con un reactivo fluorogénico. 
Capilar 
relleno
Fuente de 
presión
Capítulo 1. Introducción 
 
 
12 
Pero es la espectrometría de masas la técnica de detección que más desarrollo 
está adquiriendo en los últimos tiempos para su utilización en CEC73-75. Es una técnica 
sensible, no tanto como la fluorescencia inducida por láser pero más que la absorción 
en el UV. En ella, la detección se realiza a la salida de la columna capilar, que se 
acopla mediante una fuente de ionización, que a su vez actúa de interfase, al 
espectrómetro de masas. Las fuentes de ionización más comunes son la ionización por 
electronebulización (ESI) y la ionización química a presión atmosférica (APCI). 
 
 
1.4. Columnas empleadas en CEC 
 
Las columnas para CEC se preparan normalmente a partir de capilares de sílice 
fundida con diámetros internos comprendidos entre 10 y 200 µm y con un 
recubrimiento externo de poli-imida76. 
En base a las diferentes estructuras de los soportes cromatográficos utilizados, 
se pueden distinguir tres tipos de columnas: empaquetadas, abiertas y monolíticas. 
 
1.4.1 Columnas empaquetadas convencionales o particuladas 
En los primeros años del desarrollo de la CEC, la mayor parte de las columnas 
utilizadas consistían en lechos empaquetados de partículas de sílice que habían sido 
desarrolladas originariamente para HPLC. Las partículas de sílice porosa presentan 
excelentes propiedades para ser utilizadas como fase estacionaria, entre las que se 
encuentran su resistencia mecánica y su elevada área superficial77,78. Pueden 
prepararse partículas de sílice micrométricas y submicrométricas de forma esférica y 
tamaño uniforme por distintos procedimientos77,79. Además, la derivatización de los 
grupos silanol permite llevar a cabo separaciones en CEC basadas en diferentes 
mecanismos (interacción hidrofílica o hidrofóbica, intercambio iónico, afinidad, 
etc)80-82. 
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En las columnas empaquetadas el capilar se rellena con estas partículas, que a 
su vez están recubiertas con la fase estacionaria. Se han desarrollado diferentes 
técnicas de empaquetado, tales como el empaquetado con alta presión64, el 
empaquetado mediante dióxido de carbono supercrítico83, el empaquetado 
electrocinético84 y el empaquetado mediante fuerzas centrípetas85. Entre ellos, el más 
utilizado es el empaquetado con alta presión. En él, una dispersión de partículas 
previamente preparada en un medio orgánico se introduce en el interior de la columna 
mediante un flujo líquido a presiones de hasta 600 bares. Para mantener la integridad 
de la columna las partículas se retienen normalmente por medio de fritas. Éstas deben 
proporcionar estabilidad mecánica al relleno sin perjudicar la eficacia cromatográfica 
ni introducir irregularidades en el flujo. La Figura 1.7 muestra el esquema de una 
columna particulada de CEC. 
 
         
Figura 1.7. Esquema de una columna empaquetada para CEC. 
 
Sin embargo, la preparación de columnas empaquetadas robustas y estables no 
es un proceso sencillo, siendo frecuente la aparición de problemas derivados del 
propio proceso de fabricación de la columna, pudiendo crearse huecos en el relleno 
inducidos por repulsión electrostática entre las partículas86. También las mencionadas 
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fritas son a menudo responsables de la formación de burbujas que pueden producir 
caídas en la corriente. Por otro lado, estas fritas son difíciles de fabricar de manera 
reproducible, y al estar elaboradas con material sinterizado pueden crear zonas de 
heterogeneidad en el interior de los capilares empaquetados. 
Además de los problemas inherentes a la elaboración de las columnas, pueden 
surgir otros debido a la interacción de los analitos con el lecho empaquetado y en 
particular con las fritas. Éste es el caso de moléculas con cargas múltiples como las 
proteínas, que pueden, en ocasiones, adsorberse permanentemente sobre la frita y 
quedar atrapadas en el interior de la columna. 
 
1.4.2 Columnas abiertas 
En las columnas abiertas la fase estacionaria se fija a modo de recubrimiento 
sobre la pared interna del capilar; modificando la naturaleza del recubrimiento se 
puede incidir sobre la selectividad de la separación. Para obtener separaciones 
adecuadas, el diámetro interior de la columna debe ser inferior a 25 µm. Tales 
dimensiones hacen que las columnas se obstruyan fácilmente, y que su capacidad de 
carga sea bastante limitada, además de disminuir considerablemente la sensibilidad de 
la detección y los factores de retención de los analitos. Sin embargo, pueden obtenerse 
eficacias de separación bastante elevadas respecto a las columnas empaquetadas 
convencionales al haberse eliminado la contribución de la difusión de remolino o 
torbellino87,88. 
Existen dos modos de adsorber la fase estacionaria sobre la superficie interior 
de la columna89. En el primero, se lleva a cabo un pretratamiento de la pared del 
capilar para activar los grupos silanol y a continuación se hace fluir una disolución de 
la fase estacionaria, haciendo pasar posteriormente la fase móvil en la que tendrá lugar 
la separación. Con este proceso se consigue un recubrimiento adsorbido físicamente y 
fuertemente adherido a la superficie interna del capilar. En el segundo caso se utiliza 
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una fase estacionaria adsorbida “dinámicamente” y débilmente unida a la columna. En 
él, tras el acondicionado de la pared del capilar con el agente adsorbente, se hace fluir 
de manera continua la fase móvil que contiene la fase estacionaria, alcanzándose un 
equilibrio entre el agente adsorbente que existe en la pared y en el eluyente. 
La baja sensibilidad de estas columnas hace que sus aplicaciones sean limitadas. 
Así, la mayor parte de los estudios llevados a cabo en CEC con columnas abiertas 
están relacionados con separaciones quirales, normalmente destinadas a determinar la 
pureza óptica de preparados farmacéuticos. 
 
1.4.3 Columnas monolíticas 
La palabra “monolithos” procede del griego, y puede traducirse literalmente 
como “piedra única”, lo cual en términos cromatográficos equivale a una separación 
en “soporte o lecho continuo”. El diseño de su estructura porosa permite en general 
trabajar en HPLC con caudales elevados y por tanto obtener rápidas separaciones, sin 
que ello conlleve un aumento significativo en la presión, a diferencia de lo que sucede 
con las columnas particuladas. En CEC las columnas monolíticas constituyen 
igualmente una alternativa a las convencionales empaquetadas debido a las 
interesantes ventajas implícitas en su utilización. Así, dada su estructura continua, no 
es necesario el empleo de fritas de retención, ya que el lecho monolítico se ancla 
directamente a la pared del capilar. Además, pueden prepararse in situ, por lo que la 
fabricación de lechos cromatográficos tanto en columnas capilares como en 
microchips es relativamente sencilla en comparación con las técnicas de empaquetado 
de partículas descritas anteriormente. En condiciones óptimas, las columnas 
monolíticas constituyen fases estacionarias altamente permeables y uniformes, con una 
relación de fases y una capacidad de carga relativamente elevadas, lo que les confiere 
buenas propiedades de retención y selectividad. 
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Las columnas monolíticas se pueden clasificar básicamente en dos categorías, 
de sílice y poliméricas, habiéndose diseñado hasta el momento para un gran número de 
aplicaciones, pudiendo citarse, entre otras, la separación y análisis de péptidos90,91, 
proteínas, oligómeros y polinucleótidos92-94, compuestos quirales95, polímeros96,97 y 
esteroides98. 
 
1.4.3.1 Columnas monolíticas de sílice 
En general, las columnas de sílice se preparan mediante la tecnología sol-
gel99,100, con la cual se crea una red continua por gelificación de una solución en el 
interior del capilar. Los precursores más comúnmente utilizados en la síntesis de estos 
monolitos son los alcóxidos metálicos, que reaccionan fácilmente con el agua, 
destacando alcoxisilanos como tetrametoxisilano y tetraetoxisilano. 
El proceso sol-gel puede describirse por dos etapas: la hidrólisis del silicato 
seguida de una reacción de condensación: 
i) Hidrólisis: 
≡Si-OR + H2O → ≡Si-OH + ROH 
ii) Condensación: 
≡Si-OH + RO-Si≡ → ≡Si-O-Si≡ + ROH 
≡Si-OH + HO-Si≡ → ≡Si-O-Si≡ + H2O 
La policondensación se produce posteriormente mediante la unión en cadena de 
grupos silanoles adicionales. Las características morfológicas de los monolitos de 
sílice se encuentran determinadas principalmente por el proceso de separación de fases 
que tiene lugar y por el tiempo transcurrido entre el comienzo de dicho proceso y la 
gelificación101. Las estructuras resultantes pueden controlarse variando las condiciones 
iniciales y la temperatura de reacción, por lo que se han investigado diferentes 
materiales de partida y distintas condiciones experimentales de trabajo99,100. De igual 
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forma, para manipular la separación de fases se han utilizado diversos ácidos, bases e 
iones específicos como catalizadores, y se han incorporado a la mezcla de reacción 
diferentes aditivos. Así, por ejemplo, Tanaka y col.102 controlaron las propiedades 
mecánicas de las columnas de sílice cambiando la concentración relativa de 
polietilenglicol y del precursor de sílice. 
La estructura de un monolito de sílice está formada por esqueletos 
interconectados que crean una distribución determinada de poros. La Figura 1.8 
muestra una sección transversal de un monolito de sílice (Figura 1.8A) y una 
ampliación de la superficie (Figura 1.8B), obtenidas por microscopía electrónica de 
barrido. En ellas se observa una estructura porosa bimodal compuesta por macroporos 
de 1 a 3 µm (tamaño de poro relativo al tamaño del esqueleto) y por mesoporos de 10 
a 20 nm*. 
La porosidad del lecho continuo se encuentra influida principalmente por los 
macroporos, que son los responsables de suministrar un flujo adecuado de disolución a 
través de la columna, mientras que los mesoporos establecen el proceso de adsorción y 
retención de los analitos. Tras la formación de la estructura se puede llevar a cabo un 
tratamiento hidrotérmico con el fin de aumentar el volumen de mesoporos y el área 
superficial103. Para controlar la contracción del lecho y prevenir su rotura, se seca bajo 
presiones reducidas utilizando disolventes específicos (por ejemplo, secado 
supercrítico104). Finalmente, puede incluirse una etapa de derivatización para obtener 
fases estacionarias con propiedades alternativas; a modo de ejemplo, la superficie de 
sílice puede recubrirse con una fase C18. Los métodos para la preparación de 
monolitos de sílice utilizando la tecnología sol-gel han sido extensamente revisados en 
la bibliografía104,105. 
                                                 
* La IUPAC divide los poros en tres categorías según su tamaño: Macroporos, de diámetro superior a 50 nm; 
mesoporos, de diámetro comprendido entre 50 y 2 nm; y microporos, de tamaño inferior a 2 nm. 
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Figura 1.8. Microfotografías mostrando la morfología de columnas 
monolíticas de sílice. (A) Sección transversal. (B) Ampliación de la 
superficie. 
 
1.4.3.2 Columnas monolíticas poliméricas 
El desarrollo de columnas monolíticas poliméricas rígidas comenzó a principios 
de los años 9092,106, siendo un aspecto crucial de las mismas el rellenado efectivo de la 
sección completa del tubo con el polímero evitando la formación de canales entre la 
pared de la columna y el monolito. 
El proceso de polimerización se inicia con precursores líquidos y se lleva a cabo 
directamente en el interior de un capilar o en un microchip, lo que permite obtener 
fácilmente monolitos de cualquier longitud y forma. La mezcla de polimerización 
puede prepararse a partir de una amplia variedad de monómeros, y esta flexibilidad 
permite realizar ajustes sencillos tanto de las interacciones requeridas para conseguir 
separaciones específicas como del EOF generado por el lecho cromatográfico. El 
control que puede ejercerse sobre el proceso de polimerización permite optimizar las 
propiedades porosas de los monolitos resultantes, y por tanto la velocidad de flujo y la 
eficacia cromatográfica de la columna. 
La preparación de los polímeros monolíticos sigue un proceso simple y directo. 
La mezcla de polimerización es una combinación de monómeros entre los que se 
encuentra un agente entrelazante o cross-linker, una mezcla porogénica de disolventes 
A B
Ampliación 
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y un iniciador radicalario. Si es necesario se puede exaltar la hidrofobicidad añadiendo 
grupos funcionales alquílicos107,108. El EOF se asegura mediante la incorporación de 
grupos funcionales ionizables, tales como monómeros derivados del ácido sulfónico, o 
si se desea invertir el EOF pueden añadirse monómeros que contengan sales de 
amonio cuaternario109. El capilar se rellena con la mezcla de polimerización y se sellan 
los extremos. La mezcla se polimeriza en la mayoría de los casos por calentamiento en 
un baño u horno, por la acción de iniciadores químicos o mediante radiación UV. Esta 
última posibilidad también permite formar monolitos en una zona específica mediante 
el empleo de capilares transparentes, haciendo pasar la radiación a través de una 
máscara en un proceso pseudo–litográfico. Una vez que la polimerización se completa, 
se retiran los sellos y se conecta el capilar a una bomba, para pasar un disolvente a 
través de la columna y eliminar porógenos y otros compuestos solubles que pudieran 
quedar en el monolito. 
Para evitar que la fase móvil desplace el lecho monolítico a lo largo de la 
columna, es necesario un adecuado anclaje del polímero a la pared interna del capilar, 
recurriéndose a menudo a la silanización de dicha pared, lo que suele llevarse a cabo 
con metacrilato de 3-(trimetoxisilil)propilo (silano binding) para anclar 
covalentemente el monolito. 
Se han investigado diferentes tipos de polímeros, pudiendo distinguirse 
principalmente entre los basados en acrilamida, en poliestireno y en ésteres de 
metacrilato o acrilato. 
 
Columnas basadas en poliacrilamida: Hjertén y col. introdujeron a finales de 
la década de los 80 las columnas monolíticas basadas en acrilamida para HPLC110; 
posteriormente, el mismo grupo las introdujo para CEC107. 
Estos autores describieron la preparación de fases estacionarias monolíticas de 
acrilamida en disolventes acuosos, y posteriormente Novotny y col. desarrollaron un 
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método basado en el empleo de disolventes orgánicos para mejorar la solubilidad de 
los monómeros no polares y obtener así mezclas de polimerización más 
homogéneas108. 
Estos monolitos pueden sintetizarse directamente en el interior de los capilares 
por polimerización en cadena de monómeros de acrilamida, empleando un sistema 
catalizador–iniciador como el del peroxidisulfato de amonio con N,N,N’,N’-tetrametil-
etilendiamina (TEMED). La mezcla de polimerización a menudo incluye monómeros 
como acrilamida, N,N’-bisacriloxilpiperazina y metacrilamida, y agentes entrelazantes 
como N,N’-metilenbisacrilamida. Para la introducción de cargas generalmente se 
añade ácido 2-acrilamido-2-metilpropanosulfónico (AMPS) o ácido vinilsulfónico, 
mientras que para asegurar la existencia de interacciones cromatográficas con los 
analitos se adicionan ligandos como metacrilato de estearilo o metacrilato de butilo 
(BMA). La polimerización de este tipo de columnas tiene lugar normalmente en una 
sola etapa y a temperatura ambiente. 
 
Columnas basadas en poliestireno: Los polímeros de estireno–divinilbenceno 
gozan de una alta estabilidad incluso en condiciones extremas de pH (1 – 14), lo que 
posibilita su utilización en un sinfín de aplicaciones, entre las que se encuentran tanto 
la preparación de catalizadores con base polimérica como de agentes extractantes 
inmovilizados en el polímero, la síntesis de resinas de intercambio iónico y la 
elaboración de fases estacionarias para cromatografía de exclusión molecular. 
Dada la alta porosidad de estos polímeros, se introdujeron a principios de los 
años 90 como medio monolítico de separación en HPLC de fase reversa por Svec y 
Fréchet111. Desde entonces, los monolitos basados en poliestireno se han investigado 
ampliamente como fases estacionarias en HPLC y CEC por diversos grupos de 
investigación, tales como Horváth y col.93, Zhang y col.112 y Huang y col.113. 
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La preparación de columnas monolíticas de poli(estireno–divinilbenceno) es 
extremadamente simple. La copolimerización se inicia por radicales libres de estireno 
(monómero funcional) y divinilbenceno (agente entrelazante), en presencia de un 
diluyente que es el disolvente porogénico. Dada su gran hidrofobicidad, en ocasiones 
pueden utilizarse directamente como fase estacionaria reversa, sin necesidad de 
derivatizaciones adicionales, aunque su superficie puede derivatizarse fácilmente para 
aumentar las interacciones cromatográficas y permitir el análisis de moléculas 
pequeñas. 
 
Columnas basadas en ésteres de metacrilato y acrilato: Las columnas 
monolíticas obtenidas a partir de metacrilato también fueron introducidas en HPLC 
por Svec y Fréchet en los primeros años de la década de los 9092,114,115, si bien las 
propiedades cromatográficas de ciertos ésteres poliméricos del ácido metacrílico ya 
habían sido evaluadas por Svec y col.116 en 1978. Desde entonces, estas fases 
estacionarias se han desarrollado ampliamente tanto en HPLC como en CEC, siendo 
unas de las más extendidas y mejor caracterizadas. 
Los polímeros de metacrilato y acrilato poseen características mecánicas y 
químicas que les hacen altamente apropiados como fases estacionarias. Son estables en 
un amplio rango de pH (2–12), a diferencia de las fases estacionarias basadas en sílice, 
que se degradan con gran facilidad por encima de pH 9. Su síntesis es rápida y 
sencilla, pudiendo partir de monómeros de polaridades muy diversas. Además, si se 
utiliza metacrilato de glicidilo (GMA) como monómero de base, el monolito puede 
derivatizarse fácilmente debido a la reactividad de su grupo epoxi117-119. Pueden 
utilizarse para la separación de biomoléculas de gran tamaño, como proteínas y 
polinucleótidos, así como de partículas de grandes dimensiones como los virus120-123. 
Dado que el objeto de la presente Tesis consiste en la preparación y 
caracterización de columnas monolíticas basadas en ésteres de metacrilato y acrilato, 
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en el siguiente apartado se describen los principales factores a tener en cuenta para la 
obtención de dichas columnas y el ajuste de sus propiedades como fases estacionarias 
para CEC. 
 
 
1.5. Obtención de columnas monolíticas basadas en ésteres de metacrilato y 
acrilato 
 
Las propiedades de los lechos monolíticos de metacrilato y acrilato pueden 
optimizarse ajustando la composición de la mezcla de polimerización (monómeros, 
cross-linker, disolvente porogénico y/o iniciador), así como el tipo de iniciación 
empleada. La modificación de cada uno de estos factores cambia el proceso de 
polimerización y produce un efecto diferente sobre las características del monolito 
final, exponiéndose a continuación los principales aspectos relacionados con cada uno 
de ellos. 
 
1.5.1. Monómeros 
Normalmente en la preparación de columnas monolíticas para CEC, además de 
la presencia del monómero funcional que determina la hidrofobicidad y las 
características químicas de la superficie del lecho, es necesaria la inclusión de un 
pequeño porcentaje de un monómero con carga, positiva o negativa, para generar el 
EOF que garantice el transporte de los diferentes analitos a través de la columna. La 
composición del disolvente porogénico, y por tanto la estructura porosa del monolito, 
se encuentran regidas por las propiedades de los monómeros escogidos. 
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Existe una gran variedad de monómeros de metacrilato y acrilato con una 
estructura general: 
  CH2 = CH – COO – R  CH2 = C (CH3) – COO – R 
     Ésteres de acrilato       Ésteres de metacrilato 
que han sido utilizados para la preparación de columnas monolíticas. Estos ésteres 
permiten modificar ampliamente la polaridad en función del radical R. Así, en el caso 
de los ésteres de metacrilato pueden destacarse el BMA124-132, el metacrilato de hexilo 
(HMA)133,134, el metacrilato de laurilo (LMA)128,129,131,134-138 y el metacrilato de 
estearilo128,129,134,139, cuyas polaridades decrecen permitiendo modificar la 
hidrofobicidad de la fase estacionaria. También son de señalar el GMA140-142, que 
como ya se ha dicho permite derivatizar fácilmente el lecho monolítico, y el 
metacrilato de 2-hidroxietilo143-145, con un grupo adicional que tiene una función 
fuertemente hidrofílica, lo que le confiere un carácter mucho más polar. 
 En el caso de los ésteres de acrilato pueden citarse entre otros, el acrilato de 
butilo (BA)91,146-151, el acrilato de hexilo (HA)151-155, el acrilato de laurilo (LA)91,146,150, 
el acrilato de fenilo156 y el acrilato de 2-hidroxietilo157. 
Por otra parte, esta amplia variedad de monómeros permite ajustar la naturaleza 
de la superficie del monolito a las características de la separación que se desea realizar. 
Así, por ejemplo, la velocidad del EOF está directamente relacionada con la carga 
superficial de la fase estacionaria, variable que puede regularse cambiando el 
porcentaje de monómero cargado en la mezcla de polimerización158. Por otro lado, 
gran parte de las separaciones llevadas a cabo hasta la fecha en CEC han sido 
realizadas en fase reversa. En dichas condiciones, la hidrofobicidad de la fase 
estacionaria determina la selectividad de la separación, y una de las formas de 
controlar la retención consiste en ajustar la hidrofobicidad de la superficie del lecho 
polimérico98,107,108,112,126.  
 
Capítulo 1. Introducción 
 
 
24 
1.5.2. Cross-linkers 
Básicamente, como agentes entrelazantes para las columnas monolíticas de 
metacrilato se utilizan dimetacrilatos de alcoholes saturados divalentes, en particular 
los derivados de los etilenglicoles: 
CH2 = C (CH3) – COO – CH2 – CH2 – O – CH2 – CH2- OOC- (CH3) C = CH2 
Con mucho, el dimetacrilato de etilenglicol (EDMA) (n=0) puede considerarse 
el más popular97,125-134,159, siendo los dimetacrilatos de dietilenglicol (n=1) y de 
trietilenglicol (n=2) mucho menos empleados142,160, así como el de 1,4-butanodiol161. 
También se han tanteado como agentes entrelazantes otros dimetacrilatos de alcoholes 
polivalentes superiores como el glicerol161,162. 
En el caso de las columnas basadas en ésteres de acrilato, el cross-linker más 
utilizado es el diacrilato de 1,3-butanodiol (BDDA)91,146-152,154,155, aunque se ha 
descrito el uso de otros agentes entrelazantes, como el diacrilato monoestearato de 
pentaeritritol163,164, el diacrilato de hidroquinol156 o incluso el EDMA157. 
Un cambio en el porcentaje de agente entrelazante en la mezcla de monómeros 
afecta tanto a la composición química del lecho monolítico como a sus propiedades 
porosas, de modo que en general un incremento del contenido de cross-linker produce 
una disminución del tamaño medio de poro debido a la temprana formación de 
microglóbulos con un alto grado de entrecruzamiento124. Además, el porcentaje de 
agente entrelazante puede afectar a la rigidez y homogeneidad del monolito. La 
polimerización de mezclas con un alto contenido de cross-linker puede resultar útil 
para obtener lechos monolíticos de elevada área superficial, de hasta más de 100 m2/g; 
sin embargo, estos monolitos presentan una permeabilidad a los líquidos bastante 
limitada, por lo que su uso en HPLC y CEC se encuentra muy restringido. 
 
n 
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1.5.3. Porógenos 
 Para optimizar el proceso de preparación de las columnas debe prestarse 
especial atención al diseño de las mezclas porogénicas. De manera ideal, el sistema 
porogénico debe permitir (i) la preparación de un medio de polimerización homogéneo 
y en una sola fase a partir del monómero base y el agente entrelazante, ambos de 
carácter hidrofóbico, y del monómero cargado y soluble en agua que se utiliza para 
generar el EOF; (ii) la incorporación uniforme y directa de estos monómeros con 
diferentes polaridades, generando un monolito polimérico macroporoso; y (iii) un 
control fino de las propiedades porosas de los lechos monolíticos resultantes. Además, 
los restos de porógenos deben ser fácilmente eliminados en el lavado inicial de la 
columna hasta conseguir un buen equilibrado de la misma. 
La elección del disolvente porogénico y su proporción en la mezcla de 
polimerización constituyen uno de los principales factores a considerar en la 
optimización de las propiedades porosas de los monolitos de metacrilato y acrilato. 
Mientras que la variación de otros parámetros, como la proporción relativa de 
monómero y de agente entrelazante o el tipo de iniciador, pueden alterar la 
composición y rigidez del monolito, las modificaciones relacionadas con los 
porógenos sólo afectan a la estructura final del polímero. 
El mecanismo de la formación de poros mediante la utilización de agentes 
porogénicos puede explicarse teniendo en cuenta la solubilidad del polímero en los 
distintos porógenos. La polimerización tiene lugar en un medio de reacción 
inicialmente homogéneo hasta que se separan las cadenas de polímero que aumentan 
de tamaño y se entrecruzan. Los cambios en la naturaleza o en la composición del 
disolvente porogénico influyen sobre la solvatación de las cadenas de polímero en las 
primeras etapas de la polimerización, de manera que en general se obtienen poros de 
mayor tamaño si se utilizan disolventes con pobres propiedades solvatantes hacia el 
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polímero. Por el contrario, si el porógeno es un buen disolvente del polímero, la 
separación de fases se enlentece y los poros son menores124,165,166. 
Por otro lado, la disminución de la relación monómeros/porógenos proporciona 
un método directo de incrementar el tamaño de poro y por tanto reducir la resistencia 
al flujo de las columnas, si bien con ello disminuye la homogeneidad y rigidez del 
polímero formado130. 
 
1.5.4. Sistema de iniciación 
La polimerización de lechos monolíticos de metacrilato y acrilato es una 
reacción radicalaria iniciada generalmente por una temperatura elevada, un proceso de 
irradiación o la presencia de agentes químicos. 
En la iniciación térmica, para obtener monolitos con estructuras porosas 
uniformes y reproducibles, la temperatura del proceso de polimerización debe 
controlarse cuidadosamente debido a su fuerte influencia sobre la velocidad de 
crecimiento de los núcleos. A temperaturas elevadas, a las que tanto la descomposición 
del iniciador como la velocidad de propagación son muy rápidas, aumenta el número 
de núcleos con la consiguiente reducción del tamaño final de poro. Polimerizaciones 
rápidas dan lugar a estructuras porosas menos uniformes, por lo que desde esta 
perspectiva sería preferible utilizar temperaturas de polimerización más bajas. Sin 
embargo, el uso de bajas temperaturas puede inhibir el efecto del iniciador o afectar a 
la cinética del proceso en su conjunto, enlenteciéndolo en demasía167. Por último, la 
naturaleza del iniciador puede afectar también a las propiedades porosas de la 
estructura resultante162. Para la iniciación térmica se suele utilizar α,α’-azobis-
isobutironitrilo (AIBN)125-132,134,135,138,139, o bien un peróxido orgánico como el 
peróxido de benzoilo (BPO)94,168-171, y la polimerización se inicia y se lleva a cabo por 
un incremento de temperatura. 
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La polimerización iniciada por radiación UV se efectúa normalmente a 
temperatura ambiente. Por ello, a diferencia de lo que ocurre en el método térmico, 
disolventes volátiles con puntos de ebullición bajos como etanol, acetonitrilo, 
tetrahidrofurano, cloroformo y hexano, pueden utilizarse también como porógenos 
para la preparación de columnas monolíticas. En este caso, el recubrimiento de 
poliimida del capilar debe sustituirse por uno transparente a la radiación UV, y el 
proceso de polimerización puede completarse en tiempos muy cortos, del orden de 
pocos minutos. Los principales factores que afectan a la fotopolimerización son la 
intensidad y la frecuencia de la radiación utilizada, así como la naturaleza y 
concentración de iniciador. Algunos iniciadores radicalarios utilizados en la 
polimerización por radiación UV son el AIBN132,136,159,172 y la 2,2-dimetoxi-2-fenil-
acetofenona137,173-177. 
En la polimerización con agentes químicos puede utilizarse como iniciador el 
peroxidisulfato amónico, adicionándose TEMED como activador. Algunos grupos de 
investigación98,108,178-182 han empleado este modo de iniciación para preparar columnas 
basadas en acrilamida para cromatografía líquida capilar (CLC) y CEC. Este mismo 
sistema se ha usado en la obtención de columnas monolíticas capilares de BMA para 
CLC183. Feng y col.184 propusieron un mecanismo de iniciación para el sistema 
peroxidisulfato – TEMED, en el cual el activador acelera la escisión homolítica del 
peroxidisulfato, produciéndose el radical libre del TEMED y los radicales bisulfato e 
hidroxilo. Estos tres radicales libres en su conjunto son los responsables de la 
iniciación de la polimerización de los grupos metacrilato: 
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Por último, también es posible preparar lechos monolíticos utilizando  
radiación γ157,185-187. Este método es menos común que los anteriores pero presenta 
algunas ventajas, en particular la generación directa de radicales de los monómeros sin 
necesidad de adicionar iniciadores. Por esta vía, los radicales libres se generan de 
manera homogénea en todo el sistema, y variaciones en la cantidad y velocidad de 
irradiación permiten controlar la estructura porosa final del polímero. 
 
1.5.5. Mecanismo de polimerización 
El mecanismo de formación del monolito macroporoso se basa en una reacción 
radicalaria, donde el monolito se prepara in situ, mediante una polimerización en 
cadena188. El conjunto de reacciones podría describirse de la siguiente manera: 
En primer lugar el iniciador radicalario, que es capaz de generar radicales libres 
a partir de enlaces débiles, se descompone y se inicia la polimerización. 
El monómero reacciona con el radical formado, con el subsiguiente crecimiento 
de la cadena de polímero. En el caso de los ésteres de metacrilato, esta etapa puede 
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representarse de forma general mediante el siguiente esquema: 
O
A
O
|
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O
A
O O
A
O
|
O O
C
OO
AA  
donde A es un grupo terminal, que depende del monómero empleado. 
A su vez, se produce la reacción entre el monómero y el agente entrelazante. 
Siguiendo con el ejemplo de los polímeros de metacrilato, y utilizando EDMA como 
cross-linker, se tiene: 
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A medida que crecen las cadenas de polímero, disminuye su solubilidad en el 
medio y los núcleos generados se van separando. Los monómeros son 
termodinámicamente mejores disolventes del polímero que los porógenos, por lo que 
los núcleos se solvatan preferentemente con los monómeros que quedan en la mezcla 
de polimerización. Como la concentración de monómeros en el interior de los núcleos 
es mayor que en la disolución, la polimerización continúa preferentemente en dichos 
monómero cross-linker monómero 
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núcleos por motivos cinéticos189,190, produciéndose un aumento de su tamaño y 
pasando a formar microglóbulos. Éstos continúan aumentando de tamaño y se van 
interconexionando, creando la morfología final del monolito. El proceso da lugar 
finalmente a un sistema de dos fases: un sólido monolítico continuo de color blanco y 
un líquido porogénico inerte que llena los poros de la estructura. El volumen ocupado 
por los porógenos corresponde por tanto al volumen de macroporos del lecho 
monolítico. 
La morfología resultante de los monolitos macroporosos constituye un sistema 
complejo, con una estructura constituida por una serie de microglóbulos 
interconectados, parcialmente agregados en agrupaciones de mayor tamaño, que 
forman el cuerpo del polímero. Los huecos irregulares entre las agrupaciones de 
microglóbulos son los macroporos191. La organización de los glóbulos y sus agregados 
depende tanto de la composición de la mezcla de polimerización como de las 
condiciones de reacción utilizadas en la preparación del monolito. 
 
 
1.6. Caracterización de materiales monolíticos para CEC 
 
1.6.1. Caracterización de las propiedades morfológicas 
Existen numerosos métodos y herramientas analíticas que proporcionan 
información suficiente acerca de la influencia de diversos factores sobre la morfología 
de los materiales monolíticos. Estos métodos incluyen técnicas como la microscopía 
electrónica de barrido (SEM)192, la porosimetría de intrusión de mercurio (MIP)193, la 
adsorción/desorción de nitrógeno evaluada mediante la ecuación de Brunauer-Emmet-
Teller (BET)194 y la permeabilidad cromatográfica. 
Estas técnicas cubren y se aplican a diferentes rangos de tamaños de poro, 
proporcionando información complementaria entre ellas. 
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1.6.1.1. Microscopía electrónica de barrido 
Esta técnica permite obtener imágenes de la estructura de los materiales 
estudiados. En ella, un rayo focalizado de electrones a los que se aplica un voltaje 
entre 2 y 30 kV barre la superficie del material, produciendo principalmente la emisión 
de electrones secundarios y retrodispersados que se recogen mediante un adecuado 
sistema de detección195, de manera que la información proporcionada por la señal 
variará en función de las características del detector empleado. 
Así, la señal de electrones secundarios se forma en una delgada capa superficial, 
del orden de 5 a 10 nm, ya que procede de electrones de la muestra que emergen con 
una energía inferior a 50 eV. Al ser grande el número de electrones emitido se puede 
establecer un buen contraste. Por otra parte, al tratarse de electrones de baja energía, 
pueden desviarse fácilmente de su trayectoria emergente inicial, y se puede obtener 
información de zonas que no están a la vista del detector. Esta particularidad es 
fundamental para otorgar a esta señal la posibilidad de aportar una información 
tridimensional de la topografía de la muestra, quizás su característica más conocida. 
Por otro lado, la principal utilidad de la señal de electrones retrodispersados, 
compuesta por aquellos electrones que emergen de la muestra con una energía superior 
a 50 eV, reside en que su emisión depende fuertemente del número atómico de los 
elementos de la muestra. Esto implica que dos zonas con distinta composición química 
se revelarán con distinta intensidad aunque no exista ninguna diferencia de topografía 
entre ellas. 
Para aplicar SEM la muestra a analizar debe estar seca, ya que si no la baja 
presión existente en el microscopio causaría la evaporación de los componentes 
volátiles que saldrían despedidos violentamente, alterando la estructura de la muestra. 
Además, la superficie debe ser conductora y térmicamente estable, requisitos que no 
satisfacen los polímeros monolíticos192. La conductividad necesaria para minimizar los 
efectos de carga que pueden producir distorsiones en la imagen de muestras no 
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conductoras se consigue recubriendo la superficie con una película de un material 
conductor mediante las técnicas de sputtering (pulverización catódica en alto vacío) o 
de evaporación térmica. Por otro lado, la reducida estabilidad térmica de los polímeros 
limita el voltaje que puede aplicarse para obtener las imágenes. 
 
1.6.1.2. Porosimetría de intrusión de mercurio 
La MIP es una de las herramientas más importantes para caracterizar el tamaño 
de los poros, su distribución de tamaños y el volumen total definido por ellos en los 
sistemas porosos196. Estas propiedades morfológicas se obtienen determinando el 
volumen de mercurio introducido bajo presión en los poros del material a analizar. 
Dado que el mercurio es un líquido que no moja la superficie del sólido, no 
puede penetrar en los poros espontáneamente a no ser que se le aplique una presión 
externa que fuerce su entrada en los mismos. Supuesto que el poro tenga una 
geometría cilíndrica, la presión se relaciona con el tamaño de poro mediante la 
ecuación de Washburn197, según la cual el radio del poro es inversamente proporcional 
a la presión aplicada: 
 
r
P θσ cos2=  (5) 
donde P es la presión ejercida sobre el mercurio, σ la tensión superficial de éste (480 
erg/cm2), θ el ángulo de contacto entre el mercurio y la superficie del poro 
(normalmente entre 112º y 142º, siendo 130º el valor más comúnmente empleado 
salvo especificación en contra), y r el radio equivalente del poro que se llena con 
mercurio. 
En esta técnica, la muestra se coloca en un recipiente con cierre hermético 
(penetrómetro) y se somete a vacío con el fin de desgasificarla. A continuación el 
penetrómetro se llena con mercurio, aplicando presión de forma progresiva, con lo que 
se produce la intrusión gradual de éste en el medio poroso desgasificado. Finalmente, 
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llegado al punto máximo de presión y volumen de mercurio intruido, una disminución 
gradual de la presión condiciona la extrusión de éste desde la estructura porosa. 
El volumen de mercurio introducido en la muestra se registra junto con el valor 
de la presión aplicada. Estos pares de valores describen la curva “volumen de mercurio 
frente a presión”, que puede convertirse, mediante un modelo adecuado de porosidad, 
en volumen de poro frente a radio de poro, y la distribución de tamaños de poros se 
calcula derivando la curva acumulada de intrusión respecto del radio. En la Figura 1.9 
se muestra, a modo de ejemplo, la distribución de poros obtenida para uno de los 
materiales monolíticos estudiados en la presente Tesis. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.9. Distribución de tamaños de poros de un material 
monolítico de BMA obtenida mediante MIP. 
 
La porosimetría de mercurio puede emplearse para determinar la distribución de 
tamaños de poros con diámetros comprendidos entre 3 nm y 360 µm mediante el 
análisis de la curva de intrusión. Sin embargo, el rango de tamaños de poros medido 
depende de la presión aplicada. 
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La mayor limitación de la porosimetría de mercurio se debe a la propia 
complejidad del sistema poroso de la gran mayoría de las muestras. En primer lugar, la 
técnica está basada en el modelo de tubos capilares, que supone la unión en serie de 
varios tubos de diferentes tamaños, distinguiendo entre poros tipo throat (de menor 
sección) y poros tipo chamber (de mayor sección). Esta simplificación del sistema 
poroso no siempre se cumple en los materiales a estudiar. En segundo lugar, la 
geometría de las conexiones entre poros de diferente dimensión provoca que los poros 
tipo chamber se caractericen incompletamente cuando están conectados tras otros de 
tipo throat, mientras que estos últimos se sobreestiman. Además, las presiones 
empleadas en el desarrollo de un ensayo de porosimetría son tan elevadas que puede 
surgir la cuestión de si la estructura porosa puede ser dañada y modificada durante el 
mismo, problema que si bien en el estudio de las rocas naturales no reviste gran 
trascendencia, es básico en los materiales monolíticos en los cuales las altas presiones 
pueden producir daños dependiendo de las propiedades de cada material. 
Todas estas limitaciones, no significan que la utilización de la MIP no sea 
adecuada para el estudio del sistema poroso. Por el contrario, es una técnica muy 
resolutiva que utilizada en combinación con otras técnicas adicionales proporciona una 
amplia información, debiendo tenerse en cuenta las limitaciones señaladas en función 
de las características de cada sólido poroso. 
Dada la limitada resistencia de los polímeros monolíticos que se van a estudiar 
en la presente Tesis, la porosimetría de intrusión de mercurio se utilizará 
principalmente para obtener información sobre el diámetro medio de poro y el 
volumen total de poros (valores directamente relacionados con los macroporos), 
mientras que los datos de superficie específica (a la que contribuyen 
fundamentalmente los mesoporos y microporos presentes en la estructura de los 
materiales) se obtendrán mediante la técnica de adsorción/desorción de nitrógeno. 
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1.6.1.3. Adsorción/desorción de nitrógeno 
La adsorción/desorción de nitrógeno es otra técnica muy extendida para 
caracterizar materiales porosos, permitiendo determinar su superficie específica, el 
volumen total de poros y la distribución de diámetros de poros comprendidos entre 0.3 
nm y 300 nm198. En términos generales, todo gas por debajo de su temperatura crítica 
tiende a adsorberse sobre la superficie de un sólido. Cuando la retención se produce 
únicamente por fuerzas de van der Waals el proceso constituye una adsorción física, a 
diferencia de la quimisorción en la que se produce un enlace químico entre el gas y la 
superficie del sólido. 
En esta técnica, la muestra se lleva a temperatura constante por medio de un 
baño externo. A continuación, se introducen, en etapas sucesivas, pequeñas cantidades 
de nitrógeno (adsorbato) en el interior de la cámara que contiene la muestra. Las 
moléculas de gas que alcanzan la superficie de la muestra se adsorben y tienden a 
formar una delgada capa que cubre por completo la superficie adsorbente, formándose 
una monocapa de moléculas adsorbidas. La adición continua de moléculas de gas una 
vez se ha formado la monocapa lleva a la formación gradual de capas múltiples o 
multicapas. La representación del volumen de gas adsorbido por unidad de masa frente 
a la presión relativa del gas (p/po) da la curva de adsorción. Cuando la presión del gas 
en equilibrio se aproxima a la saturación (p/po=1), se revierte la adsorción retirando 
cantidades conocidas de gas del sistema, obteniéndose la isoterma de desorción. 
La superficie específica, SBET (m2/g), se puede calcular con la ecuación de 
BET194: 
 2210
22414
−⋅⋅⋅= mAmBET aNVS  (6) 
donde NA es el número de Avogadro y am (nm2) es el área superficial ocupada por una 
molécula de nitrógeno (0.162 nm2). El volumen de la monocapa, Vm (cm3/g), se 
calcula de la expresión: 
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ommo p
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cV
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cVppV
p ⋅⋅
−+⋅=−⋅
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)(
 (7) 
donde V es el volumen de nitrógeno adsorbido, p es la presión de trabajo, po es la 
presión de saturación y c es una constante relacionada con la entalpía de adsorción 
(constante de BET). La representación de p/[V(po-p)] frente a p/po permite determinar 
los parámetros c y Vm. 
Es interesante resaltar que el análisis del sistema poroso con MIP y con 
adsorción de nitrógeno conlleva diferentes procesos físicos. Aunque ambos métodos 
están basados en la tensión superficial, las fuerzas capilares y la variación de la presión 
del fluido, la porosimetría de intrusión de mercurio se basa en la introducción del 
mercurio bajo presión considerando una estructura capilar de los poros, mientras que 
la adsorción de nitrógeno se basa en un proceso de adsorción física por variación de la 
presión relativa del gas considerando una estructura laminar del interior de los poros. 
Además, con MIP los poros de mayor tamaño se determinan primero (en la etapa de 
intrusión), mientras que con la adsorción de nitrógeno los poros más pequeños son los 
que se miden primero (en la etapa de adsorción). Sin embargo ambas técnicas pueden 
proporcionar valores comparables de volumen total de poros, distribución de tamaños 
de poros y área específica (dependiendo del sistema poroso del material estudiado) y 
pueden utilizarse conjuntamente para completar el rango de diámetros de poro 
determinado. 
 
1.6.1.4. Evaluación de la permeabilidad cromatográfica del lecho monolítico 
 Las propiedades de flujo de una columna monolítica pueden evaluarse 
determinando la permeabilidad cromatográfica del lecho. Este parámetro representa la 
capacidad de un medio poroso de transmitir un fluido impulsado mediante una presión 
determinada, y puede calcularse a través de la ley de Darcy mediante la expresión: 
 
P
uLB ∆
⋅⋅= ηº  (8) 
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donde Bº es la permeabilidad del medio poroso, η la viscosidad de la fase móvil, L la 
longitud del lecho monolítico, u la velocidad lineal de flujo y ∆P la caída de presión 
aplicada. 
 La permeabilidad cromatográfica está determinada principalmente por los 
canales de flujo o macroporos presentes en el material monolítico130, de manera que a 
medida que aumenta el tamaño de poro lo hace también la permeabilidad 
cromatográfica del monolito, disminuyendo por tanto la resistencia al flujo. Desde el 
punto de vista experimental, es conveniente trabajar con columnas de permeabilidad 
elevada para obtener separaciones rápidas, disminuyendo el tiempo de análisis. Sin 
embargo, dado que el tamaño de poro influye también en la eficacia y la retención de 
los analitos, es necesario llegar a un compromiso entre los distintos factores 
considerados. 
 
1.6.2. Caracterización de las propiedades electrocromatográficas 
 El comportamiento electrocromatográfico de las columnas monolíticas puede 
evaluarse a partir de parámetros de diversa índole. A continuación se incide en 
aquéllos utilizados en la presente tesis para la caracterización de las diferentes 
columnas de metacrilato y acrilato. 
 
1.6.2.1. Eficacia 
La eficacia describe el ensanchamiento de banda, pudiendo decirse en general 
que una columna presenta elevada eficacia cuando al realizar la separación 
cromatográfica se obtienen picos estrechos. Como la CEC implica el uso de una fase 
estacionaria, los principios del ensanchamiento de banda son similares a los que tienen 
lugar en la cromatografía líquida convencional. 
Las características que se utilizan comúnmente para describir la eficacia de la 
separación en columnas cromatográficas son el número de platos teóricos (N), y la 
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altura del plato teórico (H). 
Para un soluto determinado, N puede calcularse a partir de la expresión: 
 
2
2/1
54.5 


⋅=
w
tN r  (9) 
donde tr es el tiempo de retención del analito y w1/2 es la anchura del pico a media 
altura. En 1941, Martyn y Synge199,200 introdujeron el término de altura equivalente a 
un plato teórico (H), que se relaciona con N mediante la longitud (L) de la columna, a 
través de la expresión: 
 
H
LN =  (10) 
Así, la eficacia de la columna en unas condiciones de trabajo dadas viene representada 
por N, mientras que H-1 hace referencia a la eficacia por unidad de longitud. 
Estableciendo una analogía con los procesos de destilación, donde la separación 
se supone realizada en pasos discretos, estos autores utilizaron una serie de equilibrios 
sucesivos (platos) entre la fase móvil y la estacionaria como modelo para las 
separaciones cromatográficas. Esta teoría justifica los efectos del no equilibrio, pero 
no las variaciones en los perfiles de flujo ni los fenómenos de difusión molecular. Van 
Deemter y col.201 extendieron en 1956 el modelo de Martin y Synge a las columnas 
empaquetadas utilizadas en cromatografía de gases, agregando contribuciones debidas 
a la variación del flujo y a la difusión longitudinal. Como resultado se obtiene la 
conocida “ecuación de van Deemter”: 
 u
D
dkf
u
D
dkf
u
DdH
s
p
m
pm
p ⋅+⋅++=
2
2
2
1 )()(22 γλ  (11) 
donde λ es una constante de irregularidades, dp es el diámetro de las partículas del 
relleno, γ es un factor de corrección provocado por la oposición del relleno a la 
difusión, Dm y Ds son los coeficientes de difusión de los analitos en las fases móvil y 
Capítulo 1. Introducción 
 
 
39 
estacionaria, respectivamente, f1 (k) y f2 (k) son funciones que dependen del factor de 
capacidad o retención de los analitos, y u es la velocidad lineal de flujo de la fase 
móvil. 
En función de esta última variable, la ecuación anterior se puede expresar de la 
siguiente manera: 
 uC
u
BAuCuC
u
BAH sm ⋅++=⋅+⋅++=  (12) 
Para columnas en HPLC y CEC, esta ecuación describe H como la suma de 
diferentes contribuciones. Su representación, denominada habitualmente “curva de van 
Deemter” se muestra en la Figura 1.10. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.10. Representación de H frente a u. Curva de van Deemter. 
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El término A de la ecuación de van Deemter es la difusión de remolino o 
torbellino (Eddy diffusion) y se debe a cambios en la dirección y magnitud de la 
velocidad de los analitos en la fase móvil por el lecho cromatográfico, describiendo la 
dispersión producida como consecuencia de los distintos caminos que los solutos 
toman a través del lecho empaquetado (Figura 1.11A). Como las moléculas se mueven 
a distinta velocidad según sea la anchura del camino seguido, se produce un 
ensanchamiento de banda debido a lo que se podría considerar la “tortuosidad” del 
lecho. Dado que esta contribución a H es función sólo de la geometría del relleno, se 
considera que no depende de u. 
El término B representa la difusión longitudinal (difusión molecular en la 
dirección axial) debida al movimiento browniano de los analitos en la fase móvil 
(Figura 1.11B), siendo proporcional al coeficiente de difusión en ésta y al tiempo de 
residencia de la muestra en la columna. Conforme aumenta el tiempo de permanencia, 
mayor es la difusión, y por tanto el término B sólo cobra importancia a velocidades de 
flujo bajas. Esta dependencia con el tiempo de permanencia se representa por una 
proporcionalidad inversa a u. 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.11. A) Difusión de remolino y B) Difusión longitudinal. 
 
 El término C corresponde a la contribución combinada de transferencias de 
masa entre las fases móvil y estacionaria (Cm y Cs). La relación proporcional a u se 
debe a la lentitud de la transferencia de masa entre ambas fases, de modo que la 
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importancia del término C aumenta con la velocidad de la fase móvil al existir menos 
tiempo para equilibrarse las dos fases. La lentitud o retraso con la que se efectúa la 
transferencia de masa después de cada etapa y avance de la fase móvil origina un 
ensanchamiento de la zona ocupada por el soluto. 
Los términos A y C de la ecuación de van Deemter denotan que la eficacia de la 
columna puede mejorarse utilizando partículas de fase estacionaria más pequeñas o 
bien rellenos más uniformes. La forma de la curva de van Deemter proporciona 
información acerca de la calidad del empaquetado o relleno de la columna 
cromatográfica. Cuanto menores sean las contribuciones de los términos A y C mayor 
será el número de platos teóricos a una determinada velocidad de la fase móvil. 
 
1.6.2.2. Retención y selectividad 
 En cromatografía, el factor de retención o de capacidad (k) de un soluto 
determinado se puede definir como el volumen de fase móvil necesario para eluir 
dicho soluto de la columna, y se calcula mediante la ecuación: 
 
m
mir
i t
tt
k
−= ,  (13) 
donde tr,i y tm son el tiempo de retención del analito i y el tiempo muerto, 
respectivamente. Esta expresión indica la relación entre el tiempo que pasa el soluto en 
la fase estacionaria y el que pasa en la fase móvil, de modo que cuanto más tiempo 
retiene la columna a un componente mayor es su factor de capacidad. Dado que en 
CEC los solutos son impulsados a través de la columna por el EOF, la retención de un 
analito puede calcularse igualmente mediante el parámetro k, considerando como tm el 
tiempo de migración de un soluto no retenido. 
El intervalo óptimo del factor de capacidad se sitúa entre 1 y 5, si bien valores 
de entre 0,2 y 20 son aceptables. Valores de k inferiores a 0,2 indican poca retención, 
preferencia excesiva del soluto por la fase móvil. Por el contrario, valores de k 
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superiores a 20 indican una retención demasiado alta, producida por una preferencia 
excesiva del soluto por la fase estacionaria, lo que implica tiempos de análisis muy 
largos y en general picos anchos y de baja altura, difíciles de detectar y de medir. 
La retención relativa entre 2 analitos de una muestra puede determinarse a partir 
del factor de selectividad αi,j, que se calcula como relación de los factores de retención 
de ambos solutos: 
 
i
j
ji k
k=,α  (14) 
donde ki y kj son los factores de capacidad de los compuestos i y j, que dan lugar a 2 
picos adyacentes, siendo i el compuesto menos retenido. 
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CAPÍTULO 2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO 
 
2. Objetivos y plan de trabajo 
 
 Durante los últimos años, se ha generado un creciente interés por la 
electrocromatografía capilar al combinar la elevada eficacia de la electroforesis capilar 
y la elevada selectividad de la cromatografía líquida de alta resolución. Además la 
aparición de las columnas monolíticas, en los años 90, en sustitución de las columnas 
de empaquetamiento convencionales o particuladas ha contribuido a dicho incremento. 
Entre las columnas monolíticas más empleadas destacan las obtenidas a partir de 
metacrilato o derivados, las cuales han sido desarrolladas tanto para HPLC como para 
CEC. Generalmente, las columnas monolíticas se elaboran empleando un iniciador 
térmico, en concreto AIBN. En la presente memoria se propone el empleo de 
diferentes derivados de metacrilato o acrilato como monómeros de base, así como una 
serie de iniciadores químicos y térmicos. Partiendo de una mezcla de hidrocarburos 
aromáticos policíclicos, se estudiará para cada columna preparada el tipo de 
mecanismo que interviene en la separación y sus características 
electrocromatográficas. Se obtendrán las ecuaciones de van Deemter para cada 
columna y se determinará la altura equivalente de plato teórico. Este valor se empleará 
para establecer cuál o cuáles son las columnas monolíticas óptimas.  
Además mediante el empleo de la microscopía electrónica de barrido quedarán 
reflejadas las estructuras espaciales de los monolitos y se podrán extraer conclusiones 
sobre los tamaños de poro, relacionándolos con la capacidad de separación de las 
columnas. 
En primer lugar se estudiará la posibilidad de emplear el sistema iniciador 
peroxidisulfato amónico – TEMED en lugar de la utilización del AIBN como 
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iniciador. El sistema peroxidisulfato – TEMED ha sido ampliamente empleado en la 
elaboración de columnas de acrilamida empleadas en CGE, HPLC y CEC, sin 
embargo no ha sido utilizado en la preparación de columnas de metacrilato y acrilato 
para CEC. La naturaleza hidrofílica del perixodisulfato amónico requerirá la presencia 
de una cierta cantidad de agua, siendo por tanto, necesariamente, el sistema 
porogénico un sistema ternario (agua/1,4-butanodiol/1-propanol). Empleando BMA, se 
optimizarán las condiciones experimentales en las que se lleva a cabo la 
polimerización, así como las relaciones monómeros/porógenos y la composición del 
disolvente porogénico. Cabe esperar un comportamiento diferente de la polimerización 
en función de la temperatura a la que se somete la mezcla durante dicho proceso. La 
columna óptima obtenida empleando peroxidisulfato se comparará con columnas 
preparadas en medios acuoso y no acuoso usando AIBN como sistema iniciador a una 
temperatura de 70 ºC. 
La longitud de la cadena del derivado de metacrilato es un factor que influye en 
la hidrofobicidad de la columna monolítica generada. Por tanto es un factor que debe 
ser estudiado y para ello se estudiarán en primer lugar las columnas obtenidas con 
HMA. Al igual que en el caso descrito anteriormente, será necesario optimizar 
diferentes parámetros. Se emplearán dos sistemas iniciadores: peroxidisulfato 
amónico–TEMED y AIBN. Debido a su naturaleza hidrofílica, el primero de los 
iniciadores se estudiará únicamente en un medio porogénico hidroalcohólico, mientras 
que el segundo se estudiará tanto en medio acuoso como en medio no acuoso con el fin 
de poder comparar los resultados con aquéllos descritos en la bibliografía y los 
obtenidos con anterioridad con BMA.  
Otro monómero a estudiar será el LMA, cuya mayor longitud de la cadena 
alquílica lo dota de una mayor hidrofobicidad, lo que impide la posibilidad de trabajar 
en medio acuoso. Además, debido a la naturaleza no acuosa del medio porogénico, se 
crea la imposibilidad de emplear el sistema iniciador peroxidisulfato – TEMED. Ante 
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ello se contemplará la posibilidad de emplear peróxidos orgánicos como el LPO, que 
siguen manteniendo la estructura de peróxido pero sobre una molécula de entorno 
hidrofílico. Este iniciador y otros similares se emplean en la obtención de compuestos 
polivinílicos. Al igual que en los casos anteriores se optimizarán las concentraciones 
relativas de monómeros/porógenos y la composición de éstos. Finalmente los 
resultados se compararán con las columnas monolíticas generadas empleando AIBN 
como sistema iniciador. 
Posteriormente se estudiarán los posibles efectos sinérgicos que se puedan 
presentar al realizar mezclas de dos monómeros de base (BMA y LMA). Para ello se 
realizarán diversas mezclas a diferentes concentraciones relativas de BMA y LMA y 
con distintos porcentajes de 1,4-butanodiol. Este estudio se realizará empleando un 
sistema porogénico no acuoso (1,4-butanodiol/1-propanol).  
Finalmente se estudiarán dos derivados de acrilato (BA y LA), y al igual que en 
el caso del metacrilato se analizará la influencia de la longitud de la cadena 
hidrocarbonada del derivado. En primer lugar, y empleando BA, se estudiará la 
influencia de la naturaleza del cross-linker. Las velocidades de polimerización del BA 
y del cross-linker empleado en los estudios anteriores (EDMA) no son idénticas. El 
EDMA presenta un grupo metilo en el grupo vinílico, ausente en el BA, lo que les 
confiere velocidades de polimerización diferentes. Por ello se sustituirá el EDMA por 
BDDA y se caracterizarán las columnas obtenidas con ambos cross-linkers. En 
segundo lugar se realizará este mismo estudio, pero con LA como monómero de base. 
En este último caso únicamente se empleará BDDA como cross-linker. 
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CAPÍTULO 3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
3.1. Reactivos y materiales 
 
 Para la preparación y caracterización de las columnas monolíticas así como para 
el ensayo de muestras se utilizaron los siguientes reactivos y disolventes: 
 
Muestras patrón: 
Tiourea e hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAHs) (naftaleno, fluoreno, 
fenantreno, antraceno, pireno, benzo[a]antraceno, benzo[b]fluoranteno, 
benzo[k]fluoranteno, perileno, benzo[e]pireno, benzo[a]pireno, dibenzo[a,h]antraceno 
y benzo[g,h,i]perileno) de Riedel de Häen (Seelze, Alemania); alquilbencenos 
(tolueno, etilbenceno, n-propilbenceno, n-butilbenceno, n-pentilbenceno y 
n-hexilbenceno) suministrados por Aldrich (Milwaukee, WI, USA); y hormonas 
esteroideas (testosterona, metiltestosterona, progesterona, propionato de testosterona y 
3-benzoato de β-estradiol) proporcionadas por Sigma (St. Louis, MO, USA). 
 
Monómeros: 
Se emplearon diferentes monómeros de cadena corta como BMA y BA, así 
como monómeros de mayor longitud de cadena alquílica como HMA, LMA y LA, 
todos ellos suministrados por Aldrich. 
Para dotar a los polímeros resultantes de una carga superficial y por tanto 
asegurar la presencia de un flujo electrosmótico se empleó cloruro de 
[2-(metacriloiloxi)etil] trimetilamonio (META, 75% en agua), también de Aldrich. 
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Agentes entrelazantes: 
Se estudiaron las prestaciones de dos agentes entrelazantes: EDMA como cross-
linker conteniendo dos grupos metacrilato, y BDDA con dos grupos acrilato, ambos de 
Aldrich. 
 
Iniciadores y activadores: 
Peróxido de laurilo (LPO), proporcionado por Aldrich; y AIBN, peroxidisulfato 
amónico y TEMED, de Fluka (Buchs SG, Suiza). 
 
Disolventes porogénicos y otros reactivos: 
1,4-butanodiol y metacrilato de 3-(trimetoxisilil)propilo (silano binding) de 
Aldrich; hidróxido de sodio, 1-propanol, acetonitrilo (ACN) y metanol, suministrados 
por Scharlau (Barcelona, España); tris(hidroximetil)aminoetano (Tris), proporcionado 
por Fluka; acetona, facilitada por JT Baker (Phillipsburg, New Jersey, USA); etanol 
absoluto, de Prolabo (Barcelona, España); ácido acético glacial y ácido clorhídrico 
(37%), suministrados por Panreac (Barcelona, España). 
Agua nanopure, de 18.2 MΩ×cm de resistividad, preparada en el mismo 
laboratorio. 
 
 
3.2. Instrumentación 
 
Para preparar las mezclas de polimerización y las distintas disoluciones se 
utilizó una balanza analítica modelo SAR CP224S (Sartorius AG, Goettingen, 
Alemania). 
 Para las columnas monolíticas se emplearon capilares de sílice fundida de 100 
µm de diámetro interno, de Polymicro Technologies (Phoenix, AZ, USA). 
Los ensayos de CEC se realizaron con un equipo de electroforesis capilar 
Agilent, modelo HP 3D (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania), con detector 
espectrofotométrico de fila de diodos, conectado a un ordenador a través de una 
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interfase HPIB y con una fuente externa de nitrógeno para aplicar presiones en los 
viales de entrada y/o salida de entre 2 y 12 bares. Para la adquisición de los datos se 
utilizó el software ChemStation (Rev.A.10.01, Agilent). 
 El agua nanopure se obtuvo mediante un equipo Barnstead (Sybron, Boston, 
MA, USA). 
Para desgasificar las disoluciones empleadas en CEC, así como las mezclas de 
polimerización, se recurrió a un equipo de ultrasonidos modelo D-78224 (Elma, 
Alemania). 
En el proceso de acondicionamiento se rellenaron los capilares con una jeringa 
Hamilton de 250 µL (Reno, Nevada, USA) adaptada a un sistema de infusión de KD 
Scientific (Holliston, MA, USA). Para el secado posterior y purga de las mezclas de 
polimerización se empleó una corriente de nitrógeno suministrada por un generador 
Gaslab NG LCMS 20 generator, de Equcien (Madrid, España). 
Se utilizó un frigorífico-congelador Balay (BSH Electrodomésticos, Zaragoza, 
España) de un motor, tanto para la conservación de los reactivos como para 
polimerizar las mezclas a 4º C. 
Para la polimerización a 70º C se recurrió a una estufa Memert (Schwabach, 
Alemania). 
Una vez completada la polimerización, las columnas se desobstruyeron 
utilizando una bomba cuaternaria, modelo G1311A, correspondiente a un equipo de 
HPLC 1100 Series (Agilent Technologies). 
Cuando hubo que realizar ensayos de estimación del área superficial o del 
diámetro de poro de los lechos monolíticos, el polímero sobrante de la preparación de 
las columnas se sometió a una extracción Soxhlet con un equipo SOXTEC SYSTEM, 
HT2–1045 Extration Unit y HT–1046 Service Unit (Tecator Ltd, Hoganes, Suecia). 
Para estudiar la morfología de los materiales monolíticos se tomaron fotografías 
de las columnas con un microscopio electrónico de barrido Hitachi modelo S-4100 
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(Ibaraki, Japón), provisto de cañón de emisión de campo, detector de electrones 
secundarios tipo centelleo y sistema de captación de imágenes EMIP 3.0. Previamente, 
hubo que metalizar la superficie de las columnas con un recubridor BIORAD modelo 
SC-500 sputter coater (Hemel Hempstead, Reino Unido). 
La estimación del área superficial se obtuvo por adsorción/desorción de 
nitrógeno con un analizador automático de superficie específica Autosorb-6 de 
Quantachrome (Odelzhausen, Alemania). 
Las medidas de porosidad se obtuvieron con un porosímetro de intrusión de 
mercurio AutoPore IV 9500 de Micromeritics (Norcross, GA, USA). 
 
 
3.3. Acondicionamiento del capilar 
 
 Antes de la polimerización se modificó la superficie interna del capilar de sílice 
para favorecer el anclaje covalente del monolito a su pared interna. Para ello se siguió 
el procedimiento descrito por Fréchet y col.126: 
Se cortaron 4 m de capilar y con la ayuda de una jeringa Hamilton conectada al 
sistema de infusión se hicieron pasar sucesivamente las siguientes disoluciones, con un 
caudal de 200 µL/min (salvo especificación en contra): 
1 Acetona, hasta ver aparecer algunas gotas a la salida del capilar, para 
asegurar la limpieza de su pared interna. 
2 Agua nanopure hasta eliminación completa de la acetona. 
3 Hidróxido de sodio 0.2 M hasta pH básico a la salida del capilar. Después se 
continuó el tratamiento con un caudal de 0.25 µL/min durante 30 min para 
conseguir la ruptura de los puentes siloxano, dejando libres los grupos 
silanol. 
4 Agua nanopure hasta eliminar el hidróxido de sodio, para evitar cambios 
bruscos en el pH al aplicar el siguiente tratamiento. 
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5 Ácido clorhídrico 0.2 M hasta pH ácido a la salida del capilar. Después se 
continuó el tratamiento con un caudal de 0.25 µL/min durante 30 min para 
protonar los grupos silanol. 
6 Agua nanopure hasta pH neutro a la salida del capilar, para eliminar los 
restos de ácido. 
7 Etanol absoluto hasta olor persistente, con el fin de eliminar el agua y evitar 
la hidrólisis del silano binding que se adiciona como reactivo derivatizante 
en la siguiente etapa. 
8 Disolución de silano binding al 20% (m/v) en etanol absoluto, acidulada con 
ácido acético glacial hasta pH 5, con un caudal de 0.25 µL/min durante 60 
min. 
9 Acetona, para eliminar el exceso de silano binding. 
Se aplicó una corriente de nitrógeno para secar el capilar, dejándose en estas 
condiciones durante 24 h hasta completar la reacción de condensación de los grupos 
silanol. Pasadas las 24 h, se retiró la fuente de nitrógeno y se sellaron los extremos del 
capilar con sendos septums, con el fin de evitar la hidrólisis de los enlaces siloxano. 
 
 
3.4. Preparación de las columnas monolíticas 
 
 Los monolitos se prepararon mediante polimerización de mezclas de uno o 
varios monómeros de base (BMA, HMA, LMA, BMA/LMA, BA o LA) con un cross-
linker (EDMA o BDDA), un monómero con carga positiva (META) para generación 
del EOF, y un disolvente porogénico binario (1,4-butanodiol y 1-propanol) o ternario 
(agua, 1,4-butanodiol y 1-propanol, o bien agua, ACN y etanol). 
En la Tabla 3.1 se muestran las constantes dieléctricas de los disolventes 
empleados como porógenos. En función de dichos valores se realizará la discusión de 
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la solubilidad de los distintos componentes de las mezclas de polimerización en los 
capítulos posteriores. 
 
Tabla 3.1. Constante dieléctrica de los disolventes utilizados 
 Disolvente Constante dieléctrica 
 ACN 37.5 
 Agua 79.0 
 1,4-butanodiol 31.4 
 Etanol 24.6 
 1-propanol 20.1 
 
Para la preparación de las fases estacionarias se pesaron en un vial de 10 mL las 
cantidades adecuadas de los distintos componentes**. 
Se recurrió a la iniciación térmica o química. Para la iniciación térmica se 
incorporaron AIBN o LPO como iniciadores. La mezcla de polimerización resultante 
se sonicó durante 10 min y después se purgó con nitrógeno durante 10 min más. 
Para la iniciación química debe adicionarse un iniciador y un activador de la 
iniciación. Como iniciadores químicos se ensayaron peroxidisulfato amónico al 17% 
en agua y LPO. Con el peroxidisulfato la polimerización se efectuó a 4 ºC y a 
temperatura ambiente, mientras que con LPO los ensayos a 4 ºC condujeron a 
polimerizaciones excesivamente lentas e inadecuadas. En ambos casos se añadió el 
iniciador a la mezcla de monómeros y porógenos previamente preparada, sonicando la 
disolución resultante durante 10 min y purgando con nitrógeno otros 10 min. Con los 
dos iniciadores se utilizó TEMED como activador, incorporándose éste a la mezcla 
anterior previo acondicionamiento de ambos a la temperatura de polimerización. Para 
facilitar su adición, en el caso del peroxidisulfato se preparó una disolución de 
TEMED al 5% (m/v) en agua, añadiéndose 55 µL por cada gramo de  
                                                 
** En lo sucesivo, salvo indicación en contra, todos los porcentajes referidos en la Tesis se entenderán m/m 
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mezcla de polimerización, que es el valor especificado en la bibliografía183, mientras 
que en el caso del LPO se utilizaron diferentes cantidades de una disolución de 
TEMED al 40% en metanol para optimizar el proceso. 
 Con capilares previamente modificados de unos 35 cm de longitud se 
prepararon columnas de 8.5 cm o de 25 cm de relleno. En el primer caso, la mezcla de 
polimerización se introdujo por capilaridad hasta una altura de unos 10 cm. En el 
segundo caso, para obtener columnas más largas, se recurrió a un vial con un tapón 
bihoradado que contenía la mezcla de polimerización. Un extremo del capilar se 
introdujo por uno de los orificios del tapón, y a través del otro se aplicó una presión 
mediante una corriente de nitrógeno hasta que la mezcla ascendió unos 28 cm a través 
del capilar. En ambos casos, una vez rellenos los capilares se sellaron sus extremos 
con sendos septums. 
 Finalmente, en el caso de la polimerización térmica los capilares rellenos se 
introdujeron en una estufa a 70 ºC durante 24 h, mientras que en la polimerización 
química los capilares se dejaron durante 24 h a la temperatura de trabajo. Una vez 
finalizado el proceso de polimerización, las columnas resultantes se examinaron al 
microscopio para comprobar que no existieran burbujas de aire a lo largo del lecho, y 
se cortaron ligeramente sus extremos para liberar restos adheridos del séptum y 
garantizar la homogeneidad del relleno. 
A continuación las columnas se desobstruyeron con metanol y la ayuda de una 
bomba de HPLC, eliminando tanto los disolventes porogénicos como los posibles 
monómeros y oligómeros no reaccionados. Para ello, se pasó metanol a su través 
durante 30 min con presiones comprendidas entre 50 y 200 bar. Posteriormente en 
cada columna se practicó una ventana de detección en posición adyacente al material 
monolítico, eliminando el recubrimiento externo del capilar con ayuda de una fuente 
de calor. Tras ello se cortaron las porciones necesarias de capilar para ajustar la 
posición de la ventana a 8.5 cm de uno de los extremos y la longitud total de la 
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columna a 33.5 cm, garantizando que la sección transversal del monolito en los 
extremos fuera perpendicular al eje del capilar. Finalmente se hizo circular la fase 
móvil a través de la columna con una bomba de HPLC. 
 
 
3.5. Caracterización de las columnas monolíticas 
 
 Las columnas obtenidas se caracterizaron por sus propiedades morfológicas y 
electrocromatográficas. En el caso de las propiedades porosas, se aplicaron diversas 
técnicas (adsorción/desorción de nitrógeno, porosimetría de intrusión de mercurio, 
SEM y permeabilidad cromatográfica) según los parámetros a determinar. Para 
caracterizar el comportamiento electrocromatográfico, se realizaron ensayos de CEC 
inyectando mezclas de solutos neutros y se midieron diferentes parámetros 
electrocromatográficos. 
 
3.5.1. Propiedades morfológicas 
 Simultáneamente a la preparación de las columnas, se llevó a cabo la 
polimerización de la porción restante de cada mezcla para estimar el área superficial, 
el volumen de poro y la distribución de tamaños de poro de los materiales monolíticos. 
Para ello, en un vial de vidrio de 10 mL se polimerizó el resto de la mezcla en las 
mismas condiciones que las columnas capilares. Completada la polimerización, el 
material monolítico se extrajo del vial, se cortó en pequeños trozos, se sometió a una 
extracción Soxhlet con metanol durante 24 h a 80 ºC para eliminar los posibles 
monómeros y oligómeros no reaccionados y finalmente se secó a 50º C en una estufa 
durante 24 h. Tras este tratamiento, se realizaron los ensayos de adsorción/desorción 
de nitrógeno y de porosimetría de intrusión de mercurio. 
 Previamente se realizó una desgasificación a vacío de las muestras a 70 ºC 
durante 5 h para eliminar las posibles moléculas adsorbidas sobre la superficie del 
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material, generalmente de agua, que pudieran interferir en las determinaciones. 
 Para los ensayos de adsorción/desorción de nitrógeno se utilizaron unos 0.25 g 
de material monolítico en cada caso. Tras la desgasificación de las muestras, 
manteniendo el baño de análisis a una temperatura de -196 ºC, se registró el volumen 
de nitrógeno adsorbido en función de la presión relativa del gas en contacto, 
obteniéndose la isoterma de adsorción. Cada punto de ésta representa un punto de 
equilibrio entre las dos magnitudes registradas. Una vez alcanzadas presiones relativas 
próximas a la unidad mediante adsorciones sucesivas de nitrógeno, se determinó la 
cantidad de este gas que permanecía adsorbido para valores decrecientes de P/Po, 
registrándose la isoterma de desorción. La superficie específica de las muestras se 
determinó mediante el método BET, utilizando el tramo de la isoterma de adsorción 
con valores de P/Po comprendidos entre 0.05 y 0.3. 
 En los ensayos de porosimetría de intrusión de mercurio, se colocaron las 
muestras en el portamuestras o penetrómetro, se determinó su peso una vez 
desgasificadas, se aplicó vacío para garantizar una desgasificación total y se introdujo 
mercurio en el sistema. A continuación se aplicó presión al mercurio de forma 
progresiva, produciéndose una intrusión gradual de éste en los poros del material 
monolítico, obteniéndose la curva de intrusión. Una vez alcanzada la presión máxima 
de trabajo, que en todos los casos fue del orden de 250 MPa para no alterar la 
morfología de los materiales estudiados, se disminuyó gradualmente ésta para forzar la 
salida del mercurio de los poros, registrándose la curva de extrusión. A partir de las 
curvas obtenidas para cada muestra se determinaron los parámetros utilizados en la 
discusión de las propiedades morfológicas de los materiales monolíticos analizados 
(volumen total de poros, distribución de tamaños de poro y diámetro medio de poro). 
 La morfología de las columnas también se evaluó por SEM tomando imágenes 
de su sección transversal a diferentes aumentos. Para ello se cortaron pequeñas 
porciones de las columnas capilares, se colocaron en soportes adecuados y se 
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metalizaron las superficies a estudiar, recubriéndolas por el método de sputtering con 
una fina película de una aleación de oro/paladio de 10 – 30 nm de espesor, para 
transformarlas en conductoras de la corriente eléctrica. 
El análisis por SEM se efectuó utilizando un voltaje de aceleración de 10 kV y 
una distancia de trabajo (desde la superficie de la muestra hasta la lente objetivo) de 10 
mm. 
Cuando se consideró necesario, la estimación del tamaño de los glóbulos de las 
columnas se hizo a partir de las imágenes SEM, aumentándolas convenientemente en 
la pantalla y desplazando la regla del cursor sobre el glóbulo a medir. 
 Finalmente, se evaluó la permeabilidad cromatográfica del lecho monolítico 
inyectando tiourea en la columna haciendo uso del equipo de CEC, y midiendo el 
tiempo que tarda este compuesto en recorrer la columna desde el extremo de inyección 
hasta la ventana de detección, aplicando una presión de ∆P = 10 bar y utilizando 
ACN/agua 80:20 (v/v) como fase móvil, cuya viscosidad es de η = 0.53 cP202. 
Posteriormente, la permeabilidad cromatográfica se calculó a partir de la ley de Darcy 
(apartado 1.6.1.4.). 
 
3.5.2. Propiedades electrocromatográficas 
 Para la evaluación electrocromatográfica, cada columna se colocó en el equipo 
de CEC, se equilibró con la fase móvil a 25 ºC aplicando voltajes progresivos en el 
rango de 5 a 25 kV y presurizando a 10 bar ambos viales, hasta observar una línea base 
y una corriente estables. Esta etapa de equilibrado tuvo una duración de 45-60 min, 
dependiendo de las características de flujo de cada columna. 
 Las fases móviles utilizadas fueron mezclas de ACN con Tris a pH 8.0 en 
distintas proporciones y de forma que en todos los casos se obtuvo una concentración 
final 5 mM de Tris en la fase móvil. Para prepararlas se partió de una disolución 
acuosa de Tris 100 mM ajustada a pH 8.0 con ácido clorhídrico 1 M; esta disolución se 
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diluyó convenientemente con agua y se mezcló con la cantidad adecuada de ACN 
hasta conseguir la proporción (v/v) deseada entre las fases orgánica y acuosa. 
 Para los ensayos de CEC se empleó una muestra de tiourea como marcador del 
EOF y tres PAHs: naftaleno, antraceno y pireno (en adelante, base de PAHs). 
Ocasionalmente se emplearon mezclas más complejas conteniendo tiourea y un mayor 
número de PAHs, derivados bencénicos u hormonas esteroideas según el caso. Todos 
los analitos se prepararon con una concentración de 100 µg/mL en la fase móvil. 
 Las muestras se inyectaron electrocinéticamente, aplicando siempre un voltaje 
de 5 kV durante 3 s. La detección espectrofotométrica se realizó a 214 y a 254 nm. 
 Para obtener los parámetros que evalúan el comportamiento 
electrocromatográfico de los lechos monolíticos, se inyectó en cada caso la muestra y 
se realizó el ensayo de CEC a diferentes voltajes (1, 2.5, 5, 10, 15, 20 y 25 kV), 
determinándose en cada electroctrocromatograma el tiempo de migración de la tiourea 
(tm) y el de retención de los diferentes analitos (tr,i), así como el área (Ai) y el número 
de platos teóricos (Ni) de cada pico, y calculándose el resto de parámetros a partir de 
las ecuaciones pertinentes. Para obtener las curvas de van Deemter, se representó la 
eficacia obtenida a los diferentes voltajes, medida como altura de plato teórico del 
soluto considerado (Hi), en función de la velocidad de flujo de la fase móvil (u). 
Para estimar el tipo de interacción predominante en CEC entre los monolitos 
obtenidos y diversos analitos ensayados, se partió de una serie de compuestos neutros, 
de carácter hidrofóbico, que se inyectaron en las mejores columnas obtenidas con los 
distintos monómeros de metacrilato y acrilato. En cada caso se estudió el orden de 
elución de los distintos analitos, y se representaron los valores del logaritmo de los 
factores de retención (log k) determinados experimentalmente frente a los coeficientes 
de partición en 1-octanol/agua (log Po/w), extraidos de la bibliografía y que fueron 
calculados mediante el software Advanced Chemistry Development (ACDLabs) 
v9.04203. Estos coeficientes de partición son tanto más elevados cuanto mayor es la 
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hidrofobicidad del analito considerado. Si la interacción entre la fase estacionaria y los 
distintos solutos es principalmente de tipo hidrofóbico deberá existir una linealidad 
entre ambos términos logarítmicos, de manera similar a la que tiene lugar en 
cromatografía líquida en fase reversa tal como han observado otros autores149,150,152,204, 
apartándose tanto más de esta tendencia lineal conforme participen otros efectos, 
además del puramente hidrofóbico, en la retención de los analitos. 
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CAPÍTULO 4. COLUMNAS MONOLÍTICAS DE 
METACRILATO DE BUTILO (BMA) 
 
4.1. Columnas monolíticas de BMA iniciadas químicamente con 
peroxidisulfato amónico. 
 
 La mayor parte de estudios realizados sobre columnas monolíticas basadas en 
BMA como monómero funcional utilizan AIBN como iniciador, tanto térmico como 
por radiación UV125,126,130,132,160,176,205-207. Sin embargo, este reactivo es difícil de 
manejar y extremadamente explosivo, lo que exige un uso muy cuidadoso del mismo, 
además de que su comercialización está muy restringida. 
 El sistema iniciador peroxidisulfato amónico – TEMED se ha utilizado 
ampliamente para preparar columnas de acrilamida tanto para electroforesis capilar en 
gel208-212 como para HPLC181,182 y CEC108,178,179. Holdšvendová y col.183 también han 
descrito el uso de este sistema a temperatura ambiente para la obtención de monolitos 
de BMA utilizados en CLC. Sin embargo, su empleo en CEC para la síntesis de 
columnas monolíticas con base de metacrilato no había sido investigado hasta el 
momento. Así pues, se decidió estudiar la viabilidad del uso del peroxidisulfato como 
alternativa al AIBN comenzando por la preparación de columnas monolíticas de BMA 
para electrocromatografía capilar. 
 
4.1.1. Estudios preliminares 
 Las primeras mezclas de polimerización (Tabla 4.1) se prepararon a partir de la 
composición descrita por Holdšvendová y col.183, pesando las cantidades adecuadas de 
cada reactivo y adicionando META, un monómero con carga positiva para generar el 
flujo electrosmótico. 
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Tabla 4.1. Adaptación inicial de la mezcla de Holdšvendová y col. 
para su aplicación en CEC. 
 Composición, % 
BMA  17.8 
EDMA  23.2 
META  0.5 
1,4-butanodiol  15.8 
1-propanol  37.6 
Agua  2.7 
Peroxidisulfato amónico al 17% en agua  2.4 
 
 A cada gramo de esta mezcla se le adicionaron posteriormente 55 µL de una 
disolución acuosa de TEMED al 5% (m/v) como activador. En estas condiciones, la 
composición final resultante fue de un 40% de monómeros (distribuidos en 42.8 % de 
BMA, 56% de EDMA y 1.2% de META) y un 60% de disolvente porogénico (25% de 
1,4-butanodiol, 60% de 1-propanol y 15% de agua, incluyendo en el contenido total el 
agua proveniente de las disoluciones de peroxidisulfato y TEMED). Tras llenar los 
capilares, se dejó polimerizar la mezcla a temperatura ambiente durante 2 días. Sin 
embargo, surgieron varios problemas al trabajar con esta composición: 
En primer lugar, al adicionar el peroxidisulfato se producía una turbidez 
instantánea en la mezcla de polimerización debido a la precipitación de la sal, que 
afectaba negativamente a la reproducibilidad de los resultados. Así, se vio la necesidad 
de retrasar la aparición de turbidez en el seno de la mezcla hasta después de adicionar 
el TEMED, ya que a partir de ese momento la turbidez sólo es indicativa de que se ha 
iniciado la polimerización, y no de problemas de solubilidad de sales en el medio de 
reacción. 
Además, ocasionalmente el llenado de los capilares presentó algunas 
dificultades, debido probablemente a la elevada velocidad de polimerización 
observada con el sistema iniciador utilizado. 
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Por último, se produjeron problemas de obstrucción en algunas columnas, 
mientras que en otras no se pudo alcanzar una corriente estable en los ensayos de CEC 
tras la etapa de equilibrado con la fase móvil. 
 
4.1.2. Optimización de la composición del material monolítico 
 De acuerdo con la literatura, las columnas monolíticas de metacrilato suelen 
tener un contenido relativo de monómero de base y agente entrelazante (BMA/EDMA) 
de 60:40125-127,205, distinto del reseñado por Holdšvendová y col.183 por lo que la 
proporción inicialmente tanteada de 43.3:56.7 podría no ser la adecuada. Por ello se 
modificó esta relación, manteniéndola en el 60:40. Esta disminución de la 
concentración de cross-linker130,213 mejoró considerablemente tanto las características 
de flujo de las columnas como la estabilidad de la corriente eléctrica. 
 Sin embargo, seguía existiendo una falta de reproducibilidad entre columnas 
obtenidas a partir de una misma mezcla, y más aún entre columnas preparadas con 
distintas mezclas de la misma composición. Este hecho se atribuyó a la baja 
solubilidad del peroxidisulfato en un medio de polimerización de polaridad reducida, 
por lo que se optimizó el contenido de iniciador. Para ello, se estudió en viales de 
vidrio la polimerización de varias mezclas con contenidos decrecientes de 
peroxidisulfato amónico, desde el 2.4% de la composición inicial hasta el 0.5%, y para 
mantener constante la cantidad de agua en la mezcla se compensó su pérdida con la 
adición de una cantidad equivalente de la misma. Los factores considerados fueron la 
aparición de turbidez y el grado de polimerización, puesto que al disminuir el 
peroxidisulfato se reduce la turbidez, pero también disminuye la capacidad de 
polimerización. Por ello se escogió un contenido de un 1.0% de la disolución de 
peroxidisulfato al 17% como compromiso entre la aparición de una turbidez incipiente 
y un aceptable grado de polimerización. 
Capítulo 4. Columnas monolíticas de BMA 
 
 
62 
 Por otro lado, la elevada concentración de 1-propanol en la mezcla de 
polimerización produce un medio hidrofóbico que reduce la solubilidad del 
peroxidisulfato. La aparición de turbidez conlleva una acumulación del peroxidisulfato 
en zonas puntuales de la mezcla de polimerización, originando monolitos poco 
homogéneos y por tanto reduciendo la reproducibilidad entre columnas y entre 
mezclas. Tal y como han demostrado otros autores en los materiales monolíticos 
basados en acrilamida y otras fases estacionarias poliméricas180,214, es necesario 
emplear un mayor porcentaje de agua para solubilizar completamente el iniciador y 
favorecer la separación de los núcleos de polímero durante la formación del lecho. 
 En este sentido, optamos por aumentar la polaridad del disolvente porogénico, 
haciendo diversas pruebas desde el 9.0% de agua utilizado hasta ahora en la mezcla de 
polimerización hasta un 15%. Una concentración total de agua del 12% proporcionó 
una solubilización completa del peroxidisulfato, mientras que contenidos superiores 
ocasionaron una separación de fases como consecuencia del carácter hidrofóbico del 
monómero funcional y del agente entrelazante. Por ello, el porcentaje del 12% de agua 
se escogió como el óptimo para posteriores estudios. 
 
4.1.3. Optimización de las condiciones de polimerización 
 Bajo las condiciones establecidas, se llevó a cabo la separación de la base de 
PAHs, mostrándose los resultados obtenidos en la Figura 4.1A. Los valores de eficacia 
fueron bajos, con alturas mínimas de plato teórico de Hmin = 27.6 µm para el naftaleno, 
así como una deficiente resolución del par antraceno/pireno. 
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Figura 4.1. (A) Separación en CEC con una columna de BMA 
iniciada con peroxidisulfato y polimerizada a temperatura ambiente. 
Fase móvil: 80:20% (v/v) ACN:Tris 5 mM (pH = 8). Detección UV a 
254 nm. Voltaje aplicado: 25 kV. Picos: (1) tiourea, (2) naftaleno, 
(3) antraceno y (4) pireno. (B) Fotografía SEM a 9000x que muestra 
la estructura de dicha columna. 
 
 Las imágenes del lecho monolítico tomadas mediante SEM (Figura 4.1B), 
evidencian la presencia de poros de grandes dimensiones en la fase estacionaria, lo que 
explica los pobres resultados anteriores. El gran tamaño de estos canales de flujo se 
atribuyó a la temprana separación de fases en el proceso de formación del polímero 
como consecuencia de las pobres propiedades solvatantes del disolvente porogénico 
empleado124,130. Además, la rápida velocidad de polimerización observada con 
peroxidisulfato a temperatura ambiente produce dificultades en el llenado de los 
capilares, afectando negativamente a la reproducibilidad entre columnas y entre lotes 
de columnas. 
 Cabe esperar que una temperatura de polimerización más baja reduzca tanto la 
velocidad de descomposición del iniciador como el número de radicales formados, y 
por tanto la velocidad global de polimerización215,216, lo que probablemente podrá 
afectar a la morfología de los glóbulos del polímero217. Por tanto, se estudió el proceso 
de polimerización a una menor temperatura, acondicionando en un frigorífico a 4 ºC 
1
2
3
4
0.0 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0
-10
0
10
20
30
40
t (min)
A
 (m
A
U
)
A
 (m
A
U
)
B A
Capítulo 4. Columnas monolíticas de BMA 
 
 
64 
tanto el vial con la mezcla sonicada y desgasificada como la disolución de TEMED; 
una vez atemperadas ambas disoluciones se adicionó la cantidad necesaria de TEMED 
a la mezcla y se rellenaron los capilares en el interior del frigorífico, dejando 
completar la polimerización a 4 ºC durante 24 h. 
Con las columnas resultantes se consiguieron valores de eficacia mucho 
mejores (Hmin de 14.2 µm para el naftaleno) que con las preparadas a temperatura 
ambiente a partir de mezclas de la misma composición. Además, el descenso de la 
velocidad de polimerización a 4 ºC, condujo a un llenado más efectivo de los capilares 
y a una mejora de la reproducibilidad. 
 
        
Figura 4.2. (A) Separación en CEC con una columna de BMA 
iniciada con peroxidisulfato y polimerizada a 4 ºC. Condiciones 
electrocromatográficas como en la Figura 4.1. Picos: (1) tiourea, 
(2) naftaleno, (3) antraceno y (4) pireno. (B) Fotografía SEM a 9000x 
que muestra la estructura de dicha columna. 
 
La Figura 4.2A muestra un electrocromatograma obtenido con una columna 
polimerizada a 4 ºC. Se observa la mejora producida en la separación de los diferentes 
analitos, demostrándose así la influencia de la temperatura sobre la morfología del 
lecho. En cuanto a sus propiedades porosas, tal y como se aprecia en la fotografía 
SEM de la Figura 4.2B, se evidenció una disminución del tamaño de los nódulos 
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formados y de los huecos o macroporos existentes entre ellos respecto a los lechos 
monolíticos obtenidos a temperatura ambiente.  
 Las diferencias observadas entre las columnas polimerizadas a temperatura 
ambiente y a 4 ºC pueden explicarse de la siguiente manera. En general, una 
disminución de la temperatura reduce la solubilidad de los polímeros y la movilidad 
molecular, y enlentece la separación entre la fase polimérica y la disolución. Dado que 
los núcleos separados se solvatan peor a temperaturas bajas, y que en estas condiciones 
la polimerización y el entrecruzamiento de las cadenas de polímero continúa 
preferentemente en la disolución y no en los núcleos ya formados, el tamaño de los 
glóbulos disminuye. 
 A la vista de estos resultados, la temperatura de polimerización se fijó en 4 ºC 
para la preparación de las columnas. 
 
4.1.4. Control de las propiedades porosas 
Las propiedades morfológicas de las fases estacionarias monolíticas basadas en 
BMA pueden ajustarse modificando la relación de 1,4-butanodiol/1-propanol, como ha 
sido expuesto por Svec y col.96,125,126,218. Por ello, manteniendo constantes los restantes 
parámetros, se varió el porcentaje de 1,4-butanodiol desde un 5% hasta un 25% en la 
mezcla de polimerización. En la Tabla 4.2 se muestra la composición de las mezclas 
estudiadas. 
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Tabla 4.2. Composición de las mezclas de polimerización estudiadas 
para ajustar las propiedades porosas en función del contenido de 
1,4-butanodiol. 
 Composición de las mezclas de polimerización, % 
 Valores 
nominales M1 M2 M3 M4 M5 M6 
BMA  23.00 23.46 23.06 23.09 23.12 23.12 23.18 
EDMA  15.30 15.53 15.34 15.22 15.50 15.31 15.38 
META  0.50  0.46  0.48  0.52  0.49  0.49  0.47 
1,4-butanodiol  variable  5.20 12.17 15.01 17.94 20.82 24.89 
1-propanol  variable 42.97 36.55 33.70 30.62 27.67 23.71 
Agua  12.00 11.94 11.94 12.02 11.89 12.11 11.93 
Peroxidisulfato 
amónico  0.17 0.16 0.18 0.17 0.16 0.20 0.16 
TEMED  0.28  0.28  0.27  0.28  0.28  0.27  0.28 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.3. Separación en CEC con una columna de BMA iniciada 
con peroxidisulfato y con un 5% de 1,4-butanodiol en la mezcla de 
polimerización. Detección UV a 214 nm. Resto de condiciones 
electrocromatográficas como en la Figura 4.1. 
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Una vez polimerizada, la mezcla con un 5% de 1,4-butanodiol (M1) presentó 
aspecto y características de gel, y las columnas preparadas con ella resultaron tener 
una capacidad de carga prácticamente nula en los experimentos de CEC (Figura 4.3), 
por lo que fueron excluidas del estudio. Por otra parte, contenidos de 1,4-butanodiol 
superiores al 25% dieron lugar a columnas con pobres propiedades de separación 
electrocromatográfica. 
Las fases estacionarias monolíticas con contenidos de 1,4-butanodiol 
comprendidos entre 12 y 25% se analizaron mediante adsorción/desorción de 
nitrógeno para el cálculo del área superficial específica y mediante porosimetría de 
intrusión de mercurio para obtener la distribución de tamaños de poros, que resultó ser 
monomodal en todos los casos. 
La Tabla 4.3 muestra el diámetro medio de poro (que se corresponde con el del 
máximo de la curva de distribución) y la superficie específica obtenidos para columnas 
iniciadas con peroxidisulfato a diferentes porcentajes de 1,4-butanodiol. 
 
Tabla 4.3. Propiedades porosas y electrocromatográficas de diversas 
columnas monolíticas de BMA iniciadas con peroxidisulfato. 
% 1,4-butanodiol 
en la mezcla de 
polimerización 
Diámetro 
de poroa 
(nm) 
Área 
específicab 
(m2/g) 
uc 
(mm/s) 
Hmind 
(µm) 
Término 
Cd (ms) 
12   835 11.6 1.04 38.6 29.2 
15  1327 9.1 1.79 14.2 7.2 
18   832 7.6 2.49 14.9 4.5 
21   835 7.5 2.67 13.0 7.0 
25   676 3.5 2.55 21.5 20.6 
a Valores obtenidos mediante MIP. 
b Valores medidos por adsorción/desorción de nitrógeno. 
c Velocidad de flujo medida a 25 kV. Fase móvil, 80:20% (v:v) ACN:Tris 5 mM (pH=8.0). 
d Valores obtenidos para el naftaleno. 
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Como puede verse, el tamaño de poro alcanzó un máximo para un 15% de 
1,4-butanodiol. Contenidos superiores e inferiores condujeron a una disminución del 
tamaño medio de poro, que tomó un valor mínimo para el 25% de 1,4-butanodiol. En 
general se apreció también una reducción en los valores del área específica al 
aumentar el 1,4-butanodiol, al igual que ocurría en otros estudios citados en la 
literatura125,126,130. 
La tendencia mostrada en el tamaño de poro, con gráficos en forma de 
campana, es la misma que la obtenida para otras columnas de BMA preparadas con el 
mismo sistema porogénico y polimerizadas mediante iniciación térmica y por 
radiación UV130,159. Sin embargo, los cambios en el tamaño de poro con el contenido 
de 1,4-butanodiol son mucho menos pronunciados en el caso de la iniciación química, 
lo que podría hacer el sistema peroxidisulfato amónico – TEMED más adecuado para 
un control fino de las propiedades porosas en las columnas monolíticas de BMA. Esta 
suave tendencia se corroboró a la vista de las fotografías SEM de los monolitos 
(Figura 4.4), donde no se apreciaron cambios significativos en la estructura de los 
poros y glóbulos a diferentes porcentajes de 1,4-butanodiol. 
 Hay que tener en cuenta que todas las mezclas estudiadas en el presente trabajo 
contenían un elevado porcentaje de agua en el disolvente porogénico (20%) en 
comparación con el usualmente empleado en los monolitos de AIBN (10%)125,126,130. 
Esto explicaría la menor dependencia del tamaño de poro del lecho frente al contenido 
de 1,4-butanodiol, puesto que al ser mucho mayor la polaridad de partida del medio, la 
variación del porcentaje de 1,4-butanodiol ejercería una influencia mucho menor sobre 
dicha polaridad, y por tanto sobre la estructura porosa de los monolitos. 
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Figura 4.4. Fotografías SEM de monolitos con distintos contenidos de 
1,4-butanodiol en la mezcla de polimerización: (A) 12%, (B) 15%, 
(C) 18%, (D) 21% y (E) 25%. Fotografías tomadas con una 
ampliación de: (A) 15000x y (B-E) 9000x. 
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4.1.5. Comportamiento electrocromatográfico de las columnas 
La Figura 4.5 muestra la separación de la base de PAHs con columnas 
monolíticas obtenidas a partir de mezclas de polimerización con distinto contenido de 
1,4-butanodiol. 
La columna preparada con el 12% de 1,4-butanodiol (Figura 4.5A) dio el mayor 
tiempo de análisis (por encima de los 3 min). A medida que aumenta el porcentaje de 
1,4-butanodiol se reducen los tiempos de retención de los analitos, hasta alcanzar un 
mínimo para el 18% (Figura 4.5C), volviendo a producirse un incremento para el 21 y 
25% de 1,4-butanodiol (Figuras 4.5D y 4.5E, respectivamente). Esta tendencia se 
justifica en base a las propiedades morfológicas de las fases estacionarias monolíticas. 
 Así, aunque para los monolitos preparados a partir del 12, 18 y 21% de 
1,4-butanodiol se obtuvieron tamaños de poro similares (Tabla 4.3), el del 12% mostró 
la mayor área superficial y el menor EOF, lo que produjo un incremento en la 
retención de los compuestos, coincidente con los electrocromatogramas considerados. 
 Resulta interesante observar que la columna preparada con el 15% de 
1,4-butanodiol, para la que se obtuvo el mayor tamaño de poro, mostró una velocidad 
del EOF menor que los lechos monolíticos obtenidos con mayores contenidos de este 
alcohol. Este hecho podría relacionarse con el valor del área específica (9.1 m2/g), que 
sugiere la presencia de microporos125,126,159, los cuales no se detectan mediante la 
porosimetría de intrusión de mercurio en las condiciones del ensayo. En este caso, el 
efecto de la mayor velocidad de flujo proporcionada por el mayor tamaño de poro 
compensaría la mayor retención producida por el mayor valor del área específica. De 
manera similar, para el 25% de 1,4-butanodiol, un equilibrio entre estos dos mismos 
efectos (tamaño de poro y área específica pequeños, con valores de 676 nm y de 3.5 
m2/g, respectivamente), podría explicar los resultados obtenidos. 
 
Capítulo 4. Columnas monolíticas de BMA 
 
 
71 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.5. Separación en CEC en columnas iniciadas con 
peroxidisulfato y con distintos contenidos de 1,4-butanodiol en la 
mezcla de polimerización (A) 12%, (B) 15%, (C) 18%, (D) 21% y 
(E) 25%. Condiciones electrocromatográficas como en la Figura 4.1. 
Picos: (1) tiourea, (2) naftaleno, (3) antraceno y (4) pireno.  
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 Las propiedades electrocromatográficas de las columnas con diferentes 
contenidos de 1,4-butanodiol se examinaron también mediante la ecuación de van 
Deemter. La misma Tabla 4.3 muestra además los valores de la altura mínima de plato 
teórico (Hmin) y la contribución de la transferencia de masa (término C) obtenidos para 
el naftaleno como soluto de ensayo. En general, en la bibliografía sobre columnas 
monolíticas polimerizadas con otros iniciadores como el AIBN, las mejores eficacias 
se alcanzan con bajos contenidos de 1,4-butanodiol (tamaños de poro 
menores)125,126,130. Sin embargo, en el caso de las columnas generadas con 
peroxidisulfato, ni la Hmin ni el término C siguieron esta tendencia, lo que se atribuyó a 
las diferencias en la suma de los tamaños de macroporos y glóbulos de los procesos de 
polimerización219,220. 
 Las concentraciones límite de 1,4-butanodiol estudiadas (12 y 25%) dieron los 
valores más altos tanto de Hmin como del término C. Por su parte, los lechos 
monolíticos preparados con el 15, 18 y 21% de 1,4-butanodiol presentaron valores de 
Hmin similares. Entre estas columnas, la del 18% mostró el menor término C (4.5 ms), 
cuyo valor tan bajo permite reducir el tiempo de análisis aplicando voltajes mayores 
sin una pérdida significativa de eficacia (salvo en el caso del pireno, que es el más 
sensible a la contribución de la transferencia de masa). Tal como se observa en la 
Figura 4.6, que registra las curvas de van Deemter para los cuatro compuestos de la 
base de PAHs utilizando la columna del 18% de 1,4-butanodiol, todos los solutos 
mostraron eficacias elevadas, con valores de Hmin entre 14.1 y 16.0 µm. 
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Figura 4.6. Curvas de van Deemter obtenidas en CEC con una 
columna monolítica de BMA preparada con el 18% de 1,4-butanodiol 
en la mezcla de polimerización e iniciada con peroxidisulfato 
amónico. Compuestos: (¡) tiourea, (+) naftaleno, (●) antraceno y 
( ) pireno. Fase móvil: 80:20% (v/v) ACN:Tris 5 mM (pH = 8). 
 
 En el presente trabajo, la columna con mejores características electro-
cromatográficas presentó una Hmin inferior a la obtenida en ensayos de CLC con lechos 
monolíticos de BMA polimerizados con el mismo sistema iniciador183. Por otro lado, 
una comparación con columnas monolíticas de alta densidad (manteniendo una 
relación monómeros/porógenos de 40:60 en la mezcla de polimerización) iniciadas 
térmicamente con AIBN130 dio como resultado valores de eficacia comparables en 
CEC. 
 Se examinó la repetibilidad y reproducibilidad de las columnas monolíticas 
iniciadas químicamente con peroxidisulfato seleccionando la mezcla de polimerización 
con un 18% de 1,4-butanodiol. La Tabla 4.4 presenta los resultados obtenidos para 
varios parámetros electrocromatogáficos con columnas preparadas tanto a partir de la 
misma mezcla como de mezclas distintas de la misma composición. La repetibilidad 
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entre inyecciones en una columna dada se evaluó a partir de 6 inyecciones de la base 
de PAHs, mientras que la reproducibilidad entre días se calculó inyectando la muestra 
6 veces por día durante 3 días consecutivos. La reproducibilidad entre columnas se 
determinó con 3 columnas preparadas a partir de la misma mezcla de polimerización. 
Asimismo, se evaluó la reproducibilidad de 3 lotes con 3 columnas por lote obtenidos 
a partir de mezclas de polimerización diferentes de la misma composición nominal. 
 
Tabla 4.4. Repetibilidad y reproducibilidad de diversos parámetros 
electrocromatográficos para columnas monolíticas de BMA obtenidas 
con peroxidisulfato como iniciador, expresadas como desviación 
estándar relativa (C.V., %). 
Reproducibilidad Repetibilidad 
entre 
inyecciones Entre días 
Entre 
columnas Entre lotes Parámetro 
Media C.V. Media C.V. Media C.V. Media C.V.
tEOF (min)a  0.52 0.45  0.54 0.97  0.56 4.64  0.56 5.07
knaftalenoa  0.44 0.41  0.44 2.46  0.48 3.20  0.47 4.49
Áreanaftaleno / Áreatioureaa  0.18 1.65  0.18 4.48  0.19 5.06  0.18 5.18
Hmin (µm) 14.30 1.20 14.50 2.23 14.40 4.61 14.60 5.60
a Voltaje aplicado: 25 kV 
 
Como puede verse, la repetibilidad entre inyecciones y la reproducibilidad entre 
días fueron excelentes para todos los parámetros estudiados, con coeficientes de 
variación inferiores a 1.7 y a 4.5% respectivamente. Las reproducibilidades entre 
columnas y entre lotes también fueron satisfactorias, con valores del coeficiente de 
variación inferiores a 5.6% en todos los casos. Estos valores obtenidos para las 
columnas de peroxidisulfato amónico son del mismo orden que los publicados en la 
bibliografía para columnas monolíticas de BMA iniciadas térmicamente con 
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AIBN126,130,159, y mejores que los obtenidos por Holdšvendová y col.183 para monolitos 
de metacrilato preparados con el mismo iniciador químico. 
 
 
4.2. Comparación entre columnas de BMA iniciadas químicamente con 
peroxidisulfato y térmicamente con AIBN en medio acuoso 
 
 Las columnas monolíticas de BMA iniciadas térmicamente con AIBN en medio 
acuoso (1,4-butanodiol, 1-propanol y agua como disolvente porogénico) han sido 
ampliamente estudiadas125-127,130,206,207. En esta Tesis se pretende compararlas con las 
columnas iniciadas con peroxidisulfato e introducidas por nosotros para CEC. 
 En la bibliografía, las condiciones más frecuentes para preparar las columnas 
iniciadas térmicamente con AIBN son adicionar un 1% de iniciador respecto de la 
suma de monómeros, mantener un 6% de agua en la mezcla de polimerización y dejar 
completar la reacción a 70 ºC durante 24 h125,126,130. Este contenido de agua contrasta 
claramente con el 12% necesario cuando se utiliza peroxidisulfato como iniciador 
químico. 
 Por otro lado, según estudios realizados por Chern y col.219, la concentración de 
radicales de AIBN generados a 70 ºC en la fase acuosa es 2 veces inferior a la de los 
formados en la mezcla de monómeros. Esto sugiere que la formación de núcleos de 
polímero en la fase acuosa estará bastante limitada, produciendo grandes poros o 
espacios libres entre los microglóbulos. Para corroborarlo, se prepararon sendas 
columnas de BMA con AIBN como iniciador térmico, a partir de una composición con 
una proporción BMA/EDMA de 60:40, un 0.5% de META en la mezcla de 
polimerización y una relación monómeros/porógenos de 40:60. Se ensayaron 
contenidos del 6% y el 12% de agua, manteniendo en ambos casos un 18% de 
1,4-butanodiol en la mezcla de polimerización. 
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 Al inyectar la base de PAHs y realizar la separación en las mismas condiciones 
que las empleadas con las columnas de peroxidisulfato, la columna de AIBN con el 
12% de agua presentó una importante pérdida de resolución para los hidrocarburos 
ensayados, que eluyeron como un único pico cercano al EOF (Figura 4.7A), mientras 
que con la columna preparada con el 6% de agua se obtuvo una adecuada separación 
de todos los analitos (Figura 4.7B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.7. Separación en CEC con columnas monolíticas iniciadas 
térmicamente con AIBN y preparadas a partir de mezclas de 
polimerización con distinto contenido de agua: (A) 12% y (B) 6%. 
Condiciones electrocromatográficas como en la Figura 4.1. 
Identificación de los picos: (1) tiourea, (2) naftaleno, (3) antraceno y 
(4) pireno. 
 
 Para explicar estos resultados se realizaron ensayos de porosimetría de intrusión 
de mercurio y de adsorción/desorción de nitrógeno en ambos materiales. En el caso de 
la columna con el 12% de agua se obtuvo un tamaño de poro elevado (4257 nm) y una 
superficie específica pequeña (3.94 m2/g), mientras que en el monolito del 6% de agua 
el tamaño de poro se redujo drásticamente (155 nm) y la superficie específica se 
incrementó notablemente (22.1 m2/g), explicando los comportamientos 
electrocromatográficos anteriores. El desplazamiento hacia tamaños de poro menores 
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al disminuir el contenido de agua y por tanto la polaridad del medio, proviene del 
retraso producido en el inicio de la separación de fases durante la polimerización. 
Además, otro factor a considerar es la limitada solubilidad del AIBN en medio acuoso, 
del orden de un 0.037%220, lo que podría producir un reparto desigual del iniciador 
entre la mezcla de monómeros y la fase acuosa en el caso del disolvente porogénico 
más polar221. 
 A la vista de estos resultados, se escogió el monolito iniciado con AIBN con el 
6% de agua para llevar a cabo la comparación con la columna de peroxidisulfato 
obtenida con el 18% de 1,4-butanodiol. 
 Así, los valores de Hmin (19.3 µm) y del término C de la ecuación de van 
Deemter (13.7 ms) obtenidos para el naftaleno con la columna de AIBN fueron 
mayores que los de las columnas de peroxidisulfato. Esta menor eficacia de las 
columnas de AIBN a pesar de su elevada área superficial se explicó por el 
solapamiento de la doble capa eléctrica producido por el pequeño tamaño de 
poro126,130. 
La calidad de la separación obtenida con esta columna monolítica para la base 
de PAHs (Figura 4.7B) se comparó, al mismo voltaje de separación (25 kV), con la 
alcanzada para la columna iniciada con peroxidisulfato (Figura 4.5C). Como puede 
verse, en el caso del peroxidisulfato se consigue una satisfactoria separación de los tres 
PAHs, empleando un menor tiempo de análisis, además de la mayor eficacia alcanzada 
para el pireno. 
 Así, la iniciación química con peroxidisulfato amónico ofrece una alternativa 
atractiva a la polimerización térmica con AIBN en medio acuoso para la preparación 
de monolitos de BMA con características adecuadas como fases estacionarias para 
CEC, puesto que a su mayor comodidad de manejo se le unen una separación más 
eficaz y un menor tiempo de análisis. 
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El estudio sobre la capacidad de separación de las columnas de BMA obtenidas 
con peroxidisulfato se amplió añadiendo a la base de PAHs otros dos hidrocarburos 
adicionales en la mezcla de ensayo (benzo[a]antraceno y benzo[a]pireno), 
obteniéndose el electrocromatograma registrado en la Figura 4.8A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.8. Separación en CEC con una columna monolítica iniciada 
con peroxidisulfato y preparada a partir de una mezcla de 
polimerización de composición optimizada. Voltaje aplicado: A) 25 
kV y B) 10 kV. Resto de condiciones electrocromatográficas como en 
la Figura 4.1. Identificación de los picos: (1) tiourea, (2) naftaleno, 
(3) antraceno, (4) pireno, (5) benzo[a]antraceno y (6) benzo[a]pireno. 
 
A la vista de la separación alcanzada, se decidió disminuir el voltaje aplicado 
para intentar mejorar la pobre resolución del par pireno/benzo[a]antraceno, aun a 
sabiendas de que ello repercutiría negativamente en el tiempo de análisis; el resultado 
obtenido para 10 kV se muestra en la Figura 4.8B, donde se mejora la resolución del 
par anterior. Se observa además una excelente simetría de pico para todos los analitos, 
incluso para los PAHs más hidrofóbicos, lo que contrasta con los estudios realizados 
por Eeltink y col.130 sobre columnas de BMA iniciadas térmicamente con AIBN, 
donde los picos del pireno y del benzo[a]pireno mostraron una ligera asimetría 
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producida por la elevada contribución de la transferencia de masa al ensanchamiento 
de banda (término C de la ecuación de van Deemter), demostrando de nuevo las 
ventajas de la iniciación química con peroxidisulfato para este tipo de columnas. 
Para estimar el tipo de interacción predominante en las columnas iniciadas con 
peroxidisulfato se representaron los valores de log k frente a los de log Po/w para los 
cinco analitos estudiados. Resultó la recta mostrada en la Figura 4.9, con un 
coeficiente R = 0.9875, indicando la existencia de una interacción hidrofóbica entre los 
analitos y la fase estacionaria monolítica. 
El pobre ajuste a la linealidad se debe en gran parte al comportamiento de 
retención del pireno y en menor medida al del benzo[a]pireno, que se apartan 
ligeramente de esta tendencia, lo que podría indicar una contribución adicional de 
algún otro tipo de interacción en ellos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.9. Gráfico de los valores de log k en función de log Po/w para 
5 PAHs, obtenidos con una columna de BMA iniciada con 
peroxidisulfato de composición optimizada. Condiciones 
electrocromatográficas e identificación de los PAHs como en la 
Figura 4.8B. 
 
3 4 5 6 7
log P(o/w)
-0.4
-0.2
0.0
0.2
0.4
lo
g 
k
2
3
4
5
6
lo
g 
k
Capítulo 4. Columnas monolíticas de BMA 
 
 
80 
4.3. Columnas monolíticas de BMA preparadas por iniciación térmica con 
AIBN en medio no acuoso 
 
 Mientras que el peroxidisulfato sólo permite trabajar en medios muy polares 
con altos contenidos de agua, con el AIBN la polimerización puede llevarse a cabo en 
medios tanto acuosos como no acuosos. Pero, aunque en la literatura se encuentran 
numerosos estudios de columnas monolíticas para CEC obtenidas con BMA y 
polimerizadas térmicamente con AIBN en medio acuoso, su polimerización térmica en 
medio no acuoso ha sido mucho menos investigada205,222,223. Por ello, se pretende 
estudiar las propiedades morfológicas y electrocromatográficas de las columnas de 
AIBN obtenidas con un disolvente porogénico anhidro. 
 Para ello se prepararon columnas monolíticas de BMA en medio no acuoso con 
AIBN como iniciador térmico, utilizando un disolvente porogénico binario compuesto 
por 1,4-butanodiol y 1-propanol. El contenido de META para garantizar la generación 
del EOF en los ensayos de CEC se fijó en un 0.12% en la mezcla de polimerización, lo 
que aseguraba una velocidad de flujo razonable sin aumentar de manera significativa 
la polaridad del medio. En la preparación de las columnas, la proporción de 
monómeros a porógenos se fijó en 40:60 y la de monómero a cross-linker se mantuvo 
en 60:40. Al igual que en las pruebas realizadas con las columnas de AIBN en medio 
acuoso, el contenido de iniciador fue del 1% respecto a la suma de monómeros. 
 Las distintas columnas de la serie se obtuvieron modificando la proporción 
relativa de 1,4-butanodiol a 1-propanol, para lo que se varió el porcentaje de aquél en 
la mezcla de polimerización entre un 10 y un 25%. Los lechos monolíticos preparados 
con un 10% de 1,4-butanodiol tuvieron problemas de obstrucción debido al reducido 
tamaño de poro (<125 nm), mientras que las columnas preparadas con un contenido 
superior al 25% dieron separaciones deficientes en los ensayos de CEC. 
 
4.3.1. Control de las propiedades porosas 
La Tabla 4.5 refleja los resultados obtenidos en los ensayos de porosimetría de 
intrusión de mercurio y de adsorción/desorción de nitrógeno para las columnas con 
porcentajes de 1,4-butanodiol comprendidos entre el 15 y el 25%. Como se puede ver, 
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al aumentar el porcentaje de 1,4-butanodiol se produjo un incremento del diámetro de 
poro, pasando de 183.4 nm para el 15% de 1,4-butanodiol a 584.7 nm para el 25%. Al 
mismo tiempo, se evidenció una disminución del área específica al aumentar la 
polaridad del medio, con valores comprendidos entre 72.4 m2/g para el 15% de 
1,4-butanodiol y 21.5 m2/g para el 25%, lo que sugería un aumento del tamaño de los 
glóbulos formados a lo largo de la serie. 
 
Tabla 4.5. Propiedades porosas de columnas de BMA iniciadas 
térmicamente con AIBN en medio no acuoso y obtenidas con 
diferentes contenidos de 1,4-butanodiol. 
% de 1,4-butanodiol en la 
mezcla de polimerización 
Diámetro de 
poroa (nm) 
Área específicab 
(m2/g) 
15  183.4 72.4 
18  226.8 50.1 
20  237.8 48.3 
25  584.7 21.5 
a Valores obtenidos mediante MIP. 
b Valores obtenidos por adsorción/desorción de nitrógeno. 
 
 Esta hipótesis se vio confirmada por las imágenes SEM de la estructura de los 
monolitos (Figura 4.10), evidenciándose un ligero aumento del tamaño tanto de los 
glóbulos del lecho monolítico como de los huecos existentes entre los mismos al pasar 
del 15% al 25% de 1,4-butanodiol, lo que coincide con los resultados obtenidos por 
otros grupos de investigación223. 
Las variaciones en las propiedades morfológicas de los distintos monolitos 
pueden explicarse por el incremento progresivo de la polaridad del medio a lo largo de 
la serie al aumentar la concentración de 1,4-butanodiol214. Así, dadas las características 
hidrofóbicas de los núcleos de polímero formados, a medida que aumenta la polaridad 
del medio se adelanta el inicio de la separación de fases en el proceso de 
polimerización. La nueva fase polimérica tiende a solvatarse preferentemente con los 
Capítulo 4. Columnas monolíticas de BMA 
 
 
82 
monómeros restantes que quedan en disolución, ya que termodinámicamente éstos son 
mucho mejores disolventes del polímero que los que forman el sistema porogénico. 
Como resultado de esta solvatación preferencial, la concentración de monómeros en 
los núcleos formados es mayor que en la disolución, por lo que la reacción de 
polimerización continúa principalmente en estos núcleos que se unen entre sí 
formando agregados de mayor tamaño. Los nuevos núcleos creados en el seno de la 
disolución tienden a ser adsorbidos por estos agregados, aumentando así sus 
dimensiones. Al final del proceso, los glóbulos formados en medios de polaridad 
elevada son mayores, y en consecuencia también los poros entre ellos. 
 
   
 
Figura 4.10. Fotografías SEM a 9000x de columnas monolíticas de 
BMA iniciadas térmicamente con AIBN en medio no acuoso. 
Polimerización a 70ºC durante 24 h. Contenido de 1,4-butanodiol en 
la mezcla de polimerización: (A) 15%, (B) 18% y (C) 25%. 
A B 
C
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4.3.2. Comportamiento electrocromatográfico de las columnas 
Con respecto a los resultados obtenidos en los ensayos de CEC con las 
diferentes columnas de la serie, la Tabla 4.6 muestra los valores de varios parámetros 
electrocromatográficos determinados al inyectar en cada columna la base de PAHs. 
 
Tabla 4.6. Propiedades electrocromatográficas de columnas de BMA 
iniciadas térmicamente con AIBN en medio no acuoso y obtenidas 
con diferentes contenidos de 1,4-butanodiol en la mezcla de 
polimerización. 
% de 1,4-butanodiol en la 
mezcla de polimerización 
ua 
(mm/s) kpireno
a α1a,b α2a,b Hmin
c 
(µm) 
15 1.30 2.19 1.64 1.36 29.3 
18 1.73 2.12 1.66 1.36 15.2 
20 1.82 2.03 1.67 1.37 15.8 
25 2.17 1.78 1.62 1.37 22.1 
a Voltaje aplicado: 25 kV. Fase móvil, 80:20 (v/v) de ACN: Tris 5 mM (pH = 8.0) 
b α1 = kantraceno/knaftaleno y α2 = kpireno/kantraceno 
c Valores obtenidos para el naftaleno 
 
 Como puede verse, al aumentar el porcentaje de 1,4-butanodiol se produce un 
ligero incremento en la velocidad lineal de flujo (u) y una disminución simultánea de 
la retención de los analitos por la fase estacionaria, medida a partir de los valores de 
kpireno. Estos resultados concuerdan con la tendencia seguida por las características 
estructurales a lo largo de la serie, ya que el aumento en el tamaño de los macroporos 
se traduce en una mayor velocidad de flujo, mientras que la disminución del área 
superficial significa una menor capacidad de retención de los solutos. La selectividad 
de las columnas permaneció prácticamente constante en todo el intervalo de 
porcentajes de 1,4-butanodiol estudiado, como se desprende de los valores de α1 y α2. 
En cuanto a la eficacia de las columnas (evaluada a partir de los valores de Hmin para el 
naftaleno) en general disminuye al aumentar el contenido de 1,4-butanodiol, 
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obteniéndose valores de Hmin más altos, salvo para la columna preparada con un 15% 
de 1,4-butanodiol, que se desvió de esa tendencia presentando un valor de Hmin 
anormalmente elevado, debido probablemente al ensanchamiento de los picos causado 
por el solapamiento de la doble capa eléctrica en lechos monolíticos de pequeño 
tamaño de poro126,130. 
Debe hacerse notar también que las diferencias de eficacia de las columnas de 
BMA iniciadas con AIBN en medio no acuoso al modificar el porcentaje de 
1,4-butanodiol, permiten obtener un ajuste fino de las propiedades 
electrocromatográficas de las fases estacionarias resultantes. Esto supone una ventaja 
respecto de las columnas monolíticas de BMA con AIBN en medio acuoso, 
coincidiendo además con los estudios realizados por Zhang y col.205. 
 La Figura 4.11 muestra los electrocromatogramas obtenidos al inyectar la base 
de PAHs en estas columnas. Como puede verse, los monolitos preparados con el 18% 
y el 20% de 1,4-butanodiol dan la mejor relación entre el tiempo de análisis y la 
calidad de la separación obtenida. Dada la similitud de resultados entre estas dos 
columnas, se compararon además los valores de Hmin y del término C de la ecuación de 
van Deemter para todos los analitos de la base de PAHs. En ambos casos se alcanzaron 
eficacias satisfactorias para los tres solutos, con Hmin comprendidas entre 15.2 y 18.2 
µm para el 18% de 1,4-butanodiol y entre 15.8 y 19.1 µm para el 20%. La Figura 4.12 
muestra las curvas de van Deemter obtenidas con esta última columna, cuyos valores 
del término C, entre 8.0 y 13.7 ms, fueron más bajos que los obtenidos con el monolito 
del 18% (24.6 – 31.6 ms). Así pues, se acepta la composición con el 20% de 
1,4-butanodiol como la más adecuada para la preparación de columnas monolíticas de 
BMA en medio no acuoso. 
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Figura 4.11. Separación en CEC con columnas iniciadas 
térmicamente con AIBN en medio no acuoso y con distinto contenido 
de 1,4-butanodiol: (A) 15%, (B) 18%, (C) 20% y (D) 25%. 
Condiciones electrocromatográficas como en la Figura 4.1. 
Identificación de los picos: (1) tiourea, (2) naftaleno (3) antraceno y 
(4) pireno. 
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Figura 4.12. Curvas de Van Deemter obtenidas con una columna de 
BMA iniciada con AIBN en medio no acuoso y preparada con el 20% 
de 1,4-butanodiol. Compuestos: (♦) naftaleno, (•) antraceno y 
(■) pireno. Fase móvil: 80:20% (v/v) ACN:Tris 5 mM (pH = 8). 
 
La curva de log k frente a log Po/w correspondiente a la columna del 20% de 
1,4-butanodiol conduce a la recta mostrada en la Figura 4.13 para los tres compuestos 
de la base de PAHs, con un coeficiente R = 0.9944, indicando una interacción de tipo 
hidrofóbico entre los analitos y la fase estacionaria, si bien de nuevo el coeficiente de 
retención del pireno está parcialmente sobrevalorado respecto de los restantes. 
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Figura 4.13. Gráfico de los valores de log k en función de log Po/w 
para 3 PAHs, obtenidos con una columna de BMA iniciada con AIBN 
en medio no acuoso y preparada con el 20% de 1,4-butanodiol. 
Condiciones electrocromatográficas e identificación de los PAHs 
como en la Figura 4.11. 
 
 La repetibilidad y reproducibilidad de los monolitos de BMA polimerizados 
térmicamente con AIBN en medio no acuoso se estudió utilizando columnas de 
composición optimizada. La repetibilidad entre inyecciones se evaluó a partir de 6 
inyecciones consecutivas de la base de PAHs, mientras que la reproducibilidad entre 
columnas se calculó con 3 columnas preparadas a partir de la misma mezcla de 
polimerización, aplicando durante los ensayos un voltaje de 25 kV. Los resultados 
obtenidos se muestran en la Tabla 4.7. 
 Como puede verse, se consiguieron coeficientes de variación inferiores al 4.5% 
para la repetibilidad entre inyecciones y al 6.3% para la variabilidad entre columnas, 
pudiendo concluirse que la preparación de las columnas monolíticas de BMA con 
AIBN en medio no acuoso presenta una reproducibilidad satisfactoria. 
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Tabla 4.7. Repetibilidad y reproducibilidad de varios parámetros 
electrocromatográficos para columnas monolíticas de BMA iniciadas 
térmicamente con AIBN en medio no acuoso. 
Parámetro Repetibilidad entre 
inyecciones 
Reproducibilidad entre 
columnas 
 Media C.V. Media C.V. 
tEOF (min)a  0.78 0.28  0.76 1.98 
knaftalenoa  0.94 0.58  0.57 2.57 
Áreanaftaleno / Áreatioureaa  0.21 4.41  0.20 6.23 
Hmin (µm)  15.80 2.04  15.97 5.28 
a Medidos a 25 kV. 
 
 Por último, dada la posibilidad de obtener un ajuste fino de las características 
porosas y electrocromatográficas de los monolitos de BMA iniciados tanto 
químicamente con peroxidisulfato como térmicamente con AIBN en medio no acuoso, 
se comparan las propiedades de las mejores columnas obtenidas con ambos sistemas 
de iniciación. 
 
Tabla 4.8. Propiedades de columnas de BMA de composición 
optimizada iniciadas con peroxidisulfato y con AIBN en medio no 
acuoso. 
Sistema iniciador 
% de 1,4-butanodiol 
en la mezcla de 
polimerización 
Diámetro 
de poro 
(nm) 
Área 
específica 
(m2/g) 
ua 
(mm/s) 
Hminb 
(µm)
Peroxidisulfato 
amónico 18 832   7.6 2.49 14.9 
AIBN en medio 
no acuoso 20 238 48.3 1.82 15.8 
a Voltaje aplicado: 25 kV. Fase móvil, 80:20 (v/v) de ACN: Tris 5 mM (pH = 8.0). 
b Valores obtenidos para el naftaleno. 
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 La Tabla 4.8 muestra que las columnas de BMA preparadas con cualquiera de 
los dos sistemas de iniciación proporcionan eficacias muy similares, aunque 
ligeramente mejores en el caso del peroxidisulfato. Sin embargo, existen diferencias 
sustanciales en los valores de la velocidad de flujo y de las propiedades morfológicas. 
Así, la columna obtenida con peroxidisulfato presenta una mayor velocidad de flujo, 
producida por su mayor tamaño medio de poro, mientras que el área superficial, y por 
tanto la retención de los analitos, son mayores en el caso del AIBN en medio no 
acuoso. El efecto conjunto de estos factores hace que los tiempos de análisis sean 
menores empleando columnas de BMA iniciadas con peroxidisulfato, como se observa 
al comparar los electrocromatogramas mostrados en las Figuras 4.5C y 4.11C, lo que 
de nuevo pone de manifiesto el gran potencial de las columnas iniciadas químicamente 
con el sistema peroxidisulfato – TEMED frente a las obtenidas por iniciación térmica 
con AIBN. 
 
 
 
 Este estudio ha dado lugar al trabajo que lleva por título “Peroxodisulfate as a 
chemical initiator for methacrylate-ester monolithic columns for capillary 
electrochromatography” (Electrophoresis 2008, 29, 910-918), incluido en el ANEXO 
I de la presente memoria. 
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CAPÍTULO 5. COLUMNAS MONOLÍTICAS DE 
METACRILATO DE HEXILO (HMA) 
 
5.1. Consideraciones previas 
 
 Como se ha visto en los capítulos anteriores, gran parte de las publicaciones 
sobre columnas monolíticas de metacrilato utilizan BMA en la preparación de los 
monolitos. Sin embargo, salvo casos aislados, el empleo de HMA como monómero de 
base apenas se encuentra descrito en la literatura. Así, Umemura y col.133,134 han 
investigado su uso en CLC de fase reversa, utilizando AIBN como iniciador térmico y 
mezclas ternarias de 1,4-butanodiol, 1-propanol y agua como disolvente porogénico. 
Dado que hasta el momento no se había descrito la preparación de columnas 
monolíticas de HMA para CEC, se estudió el comportamiento electrocromatográfico 
de estas columnas, preparadas tanto por iniciación química con el sistema 
peroxidisulfato – TEMED como por iniciación térmica con AIBN. 
 Durante el proceso de optimización de las condiciones experimentales de 
trabajo, se obtuvieron solapamientos de picos en algunas columnas, lo que impidió el 
análisis de resultados cuando se aplicó un potencial de 25 kV. Por ello, para la 
discusión del proceso de optimización se ha empleado un voltaje menor (10 kV). Ello 
no obstante, una vez optimizadas las condiciones, trabajar a 25 kV no comporta 
ninguna dificultad, siendo más rápido el proceso analítico de separación, por lo que se 
han incluido también las separaciones a este voltaje. 
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5.2. Columnas monolíticas de HMA iniciadas con peroxidisulfato amónico 
 
 La composición de partida de la mezcla de polimerización para las columnas de 
HMA se escogió tomando como base los estudios anteriores realizados por nosotros 
sobre columnas de BMA iniciadas con peroxidisulfato. Esta composición inicial 
contenía un 40:60 de monómeros/porógenos y un 60:40 de HMA/EDMA. La 
concentración de peroxidisulfato amónico se fijó en un 0.17% en la mezcla de 
polimerización, siendo necesaria la adición de un 0.33% de TEMED para catalizar el 
proceso. Como disolvente porogénico se seleccionó el sistema ternario 1,4-butanodiol, 
1-propanol y agua, manteniendo constante el contenido total de esta última en un 12% 
en la mezcla de polimerización. Al igual que en el caso del BMA, la polimerización se 
llevó a cabo manteniendo las columnas a una temperatura de 4 ºC durante 24 h. 
 Fijados estos parámetros, se estudió la influencia del contenido de monómero 
ionizable (META) y de la relación 1,4-butanodiol/1-propanol en el disolvente 
porogénico, tanto en lo que afecta a la porosidad como al comportamiento 
electrocromatográfico de las columnas resultantes. 
 Se han preparado columnas con distintos porcentajes de META, entre 0.12 y 
2.0%, a varios contenidos de 1,4-butanodiol. Así, centrándonos en las columnas con el 
0.12% de META (aunque las conclusiones obtenidas son extrapolables a los restantes 
contenidos estudiados), se varió el porcentaje de 1,4-butanodiol en la mezcla de 
polimerización desde el 12 hasta el 25%, si bien contenidos superiores al 21% no 
fueron capaces de solubilizar adecuadamente todos los componentes de la mezcla, 
debido a la mayor hidrofobicidad del HMA respecto del BMA.  
 
Capítulo 5. Columnas monolíticas de HMA 
 
 
93 
Tabla 5.1. Propiedades electrocromatográficas de columnas de HMA 
iniciadas con peroxidisulfato, con diferentes contenidos de META y 
de 1,4-butanodiol en la mezcla de polimerización. 
% de META en la 
mezcla de 
polimerización 
% de 1,4-butanodiol en la 
mezcla de polimerización
ua 
(mm/s) kpireno
a α1a,b α2a,b Hmin
c 
(µm)
12 0.89 1.50 1.69 1.42 32.9 
15 0.99 1.37 1.71 1.34 26.7 
18 0.84 1.62 1.73 1.51 22.3 
0.12 
21 0.62 1.69 1.77 1.51 16.5 
12 1.08 1.61 1.74 1.38 23.3 
15 1.07 1.87 1.75 1.54 17.0 
18 1.03 2.37 1.77 1.55 13.9 
0.5 
21 1.03 2.42 1.78 1.56 13.5 
12 1.08 1.87 1.75 1.49 18.2 
15 1.04 2.30 1.81 1.55 12.5 
18 1.04 2.63 1.85 1.58 11.3 
1.0 
21 NDd NDd NDd NDd NDd 
12 0.96 1.99 1.79 1.55 10.0 
15 0.98 2.40 1.83 1.56   9.6 
18 NDd NDd NDd NDd NDd 
2.0 
21 NDd NDd NDd NDd NDd 
a Voltaje aplicado: 10 kV. Fase móvil, 80:20 (v/v) de ACN: Tris 5 mM (pH = 8.0) 
b α1 = kantraceno/knaftaleno y α2 = kpireno/kantraceno 
c Valores obtenidos para el naftaleno 
d ND: No determinable 
 
 Al inyectar la base de PAHs, se observa en general un incremento de la eficacia 
con el porcentaje de 1,4-butanodiol, tal como se muestra en la Tabla 5.1, obteniéndose 
valores de Hmin comprendidos entre 32.9 y 16.5 µm. Las imágenes SEM de la sección 
transversal de estas columnas no muestran cambios significativos en el tamaño de los 
macroporos, pero sí podría haber ligeros cambios en el tamaño de los glóbulos, que 
parece disminuir al aumentar el contenido de 1,4-butanodiol (Figuras 5.1A y 5.1B). 
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Figura 5.1. Imágenes SEM a 9000x de columnas monolíticas de 
HMA con un 0.12% de META, iniciadas con peroxidisulfato y con 
porcentajes de 1,4-butanodiol de: (A) 12% y (B) 21%.  
 
Este comportamiento en el tamaño de los canales de flujo coincide con el 
descrito anteriormente en los monolitos de BMA preparados con el mismo iniciador, el 
cual se puede explicar debido al alto contenido de agua empleado que confiere una 
elevada polaridad al medio, enmascarando el efecto de los cambios en el porcentaje de 
1,4-butanodiol, lo que produce variaciones apenas apreciables en el tamaño de los 
poros. 
También se examinó la selectividad de las columnas y el comportamiento de 
retención seleccionando el analito más retenido (pireno). En general, al aumentar el 
porcentaje de 1,4-butanodiol se incrementa el valor de kpireno, mientras que únicamente 
se observan variaciones poco significativas en la velocidad de flujo. Estos pequeños 
cambios en el valor de u sugieren ligeras variaciones en el tamaño de los macroporos, 
lo que concuerda con la observación anterior acerca de la morfología de las columnas. 
Por otro lado, el aumento del valor de kpireno implica la presencia de un mayor número 
de microporos en la estructura de los glóbulos126,130,159,224, y además es consistente con 
la disminución del tamaño de éstos apreciado en las imágenes SEM. Estos tenues 
cambios en la morfología de los glóbulos apenas afectan a los factores de selectividad 
de los pares antraceno/naftaleno (α1) y pireno/antraceno (α2). 
A B 
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Dado que un aspecto importante en CEC es la magnitud del EOF que se genera 
por las cargas existentes en la superficie de la fase estacionaria, se comparó también el 
efecto cruzado de las distintas adiciones de META para cada porcentaje de 
1,4-butanodiol. Al aumentar el contenido de META (monómero ionizable, típicamente 
polar) la solubilidad del HMA disminuye por incrementarse el carácter hidrofílico del 
medio, de forma que para los contenidos más elevados de META se tiene una 
reducción significativa del rango efectivo de concentraciones de 1,4-butanodiol. Por 
ello no se trabajó por encima de un 2% de META. 
Tal como se observa en la Tabla 5.1, para cada porcentaje de 1,4-butanodiol la 
velocidad de flujo parece incrementarse alcanzando un valor máximo para el 0.5% de 
META, a partir del cual tiende a mantenerse constante, lo que indicaría una saturación 
de la cantidad de cargas procedentes del monómero ionizable que pueden incorporarse 
a la columna. La explicación podría estar en la repulsión electroestática entre 
agrupaciones con igual carga (los grupos de amonio cuaternario del META), que haría 
que estas cargas se distanciaran, limitando la cantidad de META que se incorpora al 
lecho monolítico. En la literatura de las columnas monolíticas pueden encontrarse 
explicaciones similares para monolitos derivatizados con AMPS126,164. 
Sin embargo, este ligero incremento del EOF no estuvo acompañado por una 
disminución de los factores de retención como hubiera cabido esperar, sino que para 
un porcentaje dado de 1,4-butanodiol el valor de kpireno se incrementa con el contenido 
de META. Esto podría deberse a la polaridad adicional introducida por este monómero 
en el medio, que afecta al momento en el que tiene lugar la separación de fases durante 
la polimerización, retrasándolo y dando por tanto glóbulos de menor tamaño, tal y 
como se observa en la Figura 5.2. Este comportamiento ya había sido descrito por Yu 
y col.159 para columnas monolíticas de BMA obtenidas mediante fotoiniciación con 
AIBN utilizando el mismo monómero ionizable y el mismo sistema porogénico. 
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 Por su parte, la reducción del tamaño de glóbulo también explicaría la 
disminución producida en los valores de Hmin al aumentar la cantidad de META (Tabla 
5.1). Asimismo, los factores de selectividad de los pares antraceno/naftaleno y 
pireno/antraceno tampoco se ven prácticamente afectados por el contenido en META. 
 
     
 
Figura 5.2. Imágenes SEM a 9000x de columnas monolíticas de 
HMA iniciadas con peroxidisulfato, obtenidas con el 15% de 
1,4-butanodiol y con un contenido de META de: (A) 0.12%, (B) 0.5% 
y (C) 1.0%. 
 
 A la vista de los resultados electrocromatográficos, se escogió como mezcla de 
polimerización óptima la que contenía un 2.0% de META y un 15% de 1,4-butanodiol, 
que es la que conduce a mayores valores de eficacia. Con una columna preparada con 
esta composición se obtuvo en CEC una excelente resolución al inyectar la base de 
A B 
C
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PAHs, tal como se aprecia en la Figura 5.3A. Además, para reducir el tiempo de 
análisis se puede trabajar a 25 kV, lo que no merma la calidad de la separación 
analítica (Figura 5.3B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.3. Separación en CEC en una columna de HMA iniciada con 
peroxidisulfato, con un 2.0% de META y un 15% de 1,4-butanodiol. 
Fase móvil: 80:20% (v/v) ACN:Tris 5 mM (pH = 8). Detección UV a 
254 nm. Voltaje aplicado: (A) 10 kV y (B) 25 kV. Identificación de 
los picos: (1) tiourea, (2) naftaleno, (3) antraceno y (4) pireno. 
 
 
5.3. Columnas monolíticas de HMA iniciadas con AIBN 
 
Se prepararon también columnas monolíticas de HMA iniciadas térmicamente 
con AIBN, añadiendo éste en una concentración del 1% respecto a la suma de 
monómeros, y efectuando la polimerización a 70 ºC durante 24 h, de acuerdo con los 
trabajos que aparecen en la bibliografía126,130,159. Se investigaron dos sistemas 
porogénicos: un disolvente ternario compuesto por un 10% de agua y un 90% de 
1,4-butanodiol/1-propanol en distintas proporciones, y un disolvente no acuoso 
formado únicamente por 1,4-butanodiol y 1-propanol. En ambos medios el contenido 
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de META se fijó en un 0.12% en la mezcla de polimerización, valor empleado en 
condiciones no acuosas con las columnas de BMA, y que se empleará también en 
medio acuoso con HMA dada la mayor hidrofobicidad de éste respecto del BMA; este 
porcentaje proporciona un compromiso entre una razonable velocidad de la fase móvil 
y unas buenas propiedades de flujo de las columnas resultantes159. Al igual que se 
realizó anteriormente, las relaciones HMA/EDMA y monómeros/porógenos se 
mantuvieron constantes en cada medio en 60:40 y 40:60, respectivamente, 
optimizándose la proporción de 1,4-butanodiol/1-propanol. Para ello, el porcentaje de 
1,4-butanodiol se varió desde el 12 hasta el 25% en la mezcla de polimerización. 
 
5.3.1. Columnas polimerizadas en medio acuoso 
La Tabla 5.2 recoge los resultados electrocromatográficos obtenidos al inyectar 
la base de PAHs en las columnas de HMA iniciadas con AIBN en medio acuoso. Estos 
resultados se representan en la Figura 5.4. 
 
Tabla 5.2. Propiedades electrocromatográficas de columnas de HMA 
iniciadas con AIBN en medio acuoso y obtenidas con diferentes 
contenidos de 1,4-butanodiol. 
% de 1,4-butanodiol en la 
mezcla de polimerización 
ua 
(mm/s) kpireno
a Hminb (µm) 
12 0.75 3.45  16.3 
14 0.74 3.24  10.5 
15 0.76 3.08  8.4 
16 0.93 2.98  11.6 
18 1.47 1.37  48.5 
21 1.76 1.32  117.6 
25 2.15 1.20  165.3 
a Voltaje aplicado: 10 kV. Fase móvil, 80:20 (v/v) de ACN: Tris 5 mM (pH = 8.0) 
b Valores obtenidos para el naftaleno 
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Figura 5.4. (A) Comportamiento de retención a 10 kV y (B) altura 
mínima de plato teórico, obtenidos con columnas monolíticas de 
HMA iniciadas térmicamente con AIBN en medio acuoso con 
diferentes porcentajes de 1,4-butanodiol. Fase móvil: 80:20% (v/v) 
ACN:Tris 5 mM (pH = 8). Detección UV a 254 nm. Símbolos: (c) u, 
(z) kpireno y (■) Hmin. 
 
 Como se muestra en la Figura 5.4A, al aumentar el contenido de 1,4-butanodiol 
se produce un incremento progresivo de la velocidad de flujo (u) y una reducción 
simultánea de los factores de retención (kpireno). Esta variación de las propiedades de 
retención de los lechos monolíticos con el porcentaje de este disolvente se encuentra 
estrechamente relacionada con las propiedades morfológicas de las fases estacionarias 
utilizadas, tales como el tamaño de los poros y la estructura superficial de los 
monolitos126,130,224. Como puede verse en las imágenes SEM mostradas en la Figura 
5.5, a medida que aumenta el porcentaje de 1,4-butanodiol se incrementan tanto el 
tamaño de los poros como las dimensiones de los glóbulos del lecho, lo que produce 
una reducción del área superficial de las columnas, que resulta en una disminución de 
los factores de retención, habiéndose encontrado esta misma tendencia en estudios 
realizados por otros autores125,126,130,224. 
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Figura 5.5. Imágenes SEM a 9000x tomadas de la sección transversal 
de columnas monolíticas de HMA iniciadas térmicamente con AIBN 
en medio acuoso, con un contenido de 1,4-butanodiol de: (A) 12%, 
(B) 15%, (C) 18% y (D) 21%. 
 
Asimismo, como se ve en la Figura 5.4B, cuando el contenido de 1,4-butanodiol 
pasa del 15 al 25%, se produce un brusco aumento del valor de Hmin desde 8.4 hasta 
165.3 µm; de hecho, por encima del 16%, se evidencia una pérdida de resolución entre 
los analitos, sobre todo a voltajes elevados, como se observa en la Figura 5.6, por lo 
que no tiene mucho sentido trabajar con contenidos de 1,4-butanodiol superiores a ese 
valor. Por su parte, los monolitos preparados con el 12 y 14% de 1,4-butanodiol 
mostraron eficacias inferiores a la eficacia de la columna del 15%, lo que podría 
explicarse por el mencionado solapamiento de la doble capa eléctrica126,130. 
 
C
A B 
D 
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Figura 5.6. Separación en CEC de una mezcla de PAHs en una 
columna de HMA iniciada con AIBN en medio acuoso y obtenida con 
un 18% de 1,4-butanodiol. Voltaje aplicado: 25 kV. Resto de 
condiciones electrocromatográficas como en la Figura 5.3. 
Identificación de los picos: (1) tiourea, (2) naftaleno, (3) antraceno y 
(4) pireno. 
 
 Al comparar estas columnas con otros trabajos descritos en la bibliografía sobre 
columnas de BMA preparadas con el mismo sistema iniciador, en presencia del mismo 
sistema porogénico ternario y de META como monómero ionizable130, resulta que el 
valor más bajo de Hmin = 8.4 µm obtenido para el naftaleno con las columnas de HMA 
fue mejor que el descrito para los monolitos de BMA mencionados, que es de Hmin = 
13.3 µm. Por otro lado, teniendo en cuenta el intervalo útil de concentraciones de 
1,4-butanodiol para cada monómero, los monolitos de HMA mostraron a 10 kV 
valores de kpireno (3.45 – 2.98 para un 12 – 16% de 1,4-butanodiol) mayores que los 
obtenidos para las columnas de BMA, que fueron de 2.74 – 2.35 para un 18 – 22% de 
1,4-butanodiol225. 
 La Figura 5.7 muestra los electrocromatogramas obtenidos con la columna de 
HMA que proporciona la mejor eficacia. Como puede verse, tanto con 10 kV, voltaje 
al que se hizo el estudio de las propiedades electrocromatográficas, como 
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incrementando el potencial hasta 25 kV, los tres analitos de la base de PAHs se 
separaron con eficacias excelentes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.7. Separación en CEC de una mezcla de PAHs en columnas 
de HMA iniciadas térmicamente con AIBN en medio acuoso con el 
15% de 1,4-butanodiol. Voltaje aplicado: (A) 10 kV y (B) 25 kV. 
Resto de condiciones electrocromatográficas como en la Figura 5.3. 
Identificación de los picos: (1) tiourea, (2) naftaleno, (3) antraceno y 
(4) pireno. 
 
5.3.2. Columnas polimerizadas en medio no acuoso 
 Según estudios publicados por Zhang y col.205, y de acuerdo con los resultados 
obtenidos por nosotros para las columnas de BMA, el uso de un disolvente porogénico 
binario permite un control fino del tamaño de poro, y por tanto conduce a un 
comportamiento electrocromatográfico satisfactorio en un amplio intervalo de 
condiciones experimentales de trabajo. Por ello se examinaron las propiedades de los 
monolitos de HMA obtenidos en medio no acuoso para comprobar si en este caso 
también se obtenía un ajuste fino de las propiedades del lecho. 
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Tabla 5.3. Propiedades electrocromatográficas de columnas de HMA 
iniciadas con AIBN en medio no acuoso y obtenidas con diferentes 
contenidos de 1,4-butanodiol. 
% de 1,4-butanodiol en la 
mezcla de polimerización 
ua 
(mm/s) kpireno
a Hminb (µm) 
12 0.69 4.20 28.5 
14 0.55 4.18 25.1 
15 0.56 4.13 23.2 
18 0.72 4.03 11.1 
21 0.85 2.88 10.0 
25 1.66 1.37 42.2 
a Voltaje aplicado: 10 kV. Fase móvil, 80:20 (v/v) de ACN: Tris 5 mM (pH = 8.0) 
b Valores obtenidos para el naftaleno 
 
 Tal como puede verse en la Tabla 5.3 y en los gráficos de la Figura 5.8, para el 
mismo rango de 1,4-butanodiol, los monolitos polimerizados en medio no acuoso 
muestran, tanto en eficacia como en comportamiento de retención, la misma tendencia 
que la descrita previamente para las columnas preparadas en medio acuoso. Sin 
embargo, debe hacerse notar que los cambios en la eficacia de las columnas son 
menores en el caso del disolvente porogénico binario, con valores de Hmin 
comprendidos entre 28.5 y 10.0 µm al pasar del 12 al 21% de 1,4-butanodiol. Además, 
la eficacia de la columna preparada en condiciones óptimas (Hmin = 10.0 µm) es 
significativamente mejor que la publicada para estudios con HPLC en fase reversa 
(Hmin = 67 µm) realizados con lechos monolíticos de HMA polimerizados con el 
mismo iniciador y el mismo disolvente porogénico133. 
Capítulo 5. Columnas monolíticas de HMA 
 
 
104 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.8. (A) Comportamiento de retención a 10 kV y (B) altura 
mínima de plato teórico, obtenidos con columnas monolíticas de 
HMA iniciadas térmicamente con AIBN en medio no acuoso con 
diferentes porcentajes de 1,4-butanodiol. Fase móvil: 80:20% (v/v) 
ACN:Tris 5 mM (pH = 8). Detección UV a 254 nm. Símbolos: (c) u, 
(z)kpireno y (■) Hmin. 
 
Para entender el comportamiento observado, se tomaron imágenes SEM de la 
estructura de los monolitos de HMA obtenidos en medio no acuoso (Figura 5.9), no 
apreciándose diferencias claras en las dimensiones de los macroporos al modificar el 
contenido de 1,4-butanodiol. Con ello se confirma la suposición inicial de que la 
polimerización en medio no acuoso proporciona un ajuste más fino de las propiedades 
porosas de los monolitos de HMA que la iniciación térmica con AIBN en medio 
acuoso, al igual que sucedía en el caso del BMA. 
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Figura 5.9. Imágenes SEM a 9000x tomadas de la sección transversal 
de columnas monolíticas de HMA iniciadas térmicamente con AIBN 
en medio no acuoso, con un contenido de 1,4-butanodiol en la mezcla 
de polimerización de (A) 12%, (B) 15%, (C) 18% y (D) 21%. 
 
 Por otro lado, para un contenido determinado de 1,4-butanodiol, los valores de 
kpireno en medio no acuoso son mayores que los observados en el medio acuoso (Tablas 
5.2 y 5.3), lo que sugiere la presencia de un mayor número de microporos en la 
estructura globular de los monolitos, presentando una mayor área superficial y en 
consecuencia una mayor capacidad de retención. Esta suposición se confirmó a la vista 
de las imágenes SEM, poniendo de manifiesto que, en general, para un mismo 
porcentaje de 1,4-butanodiol, el tamaño de los glóbulos es menor para las columnas 
preparadas en medio no acuoso que para las obtenidas en medio acuoso (véase a modo 
de ejemplo las Figuras 5.5C y 5.9C para el 18% de 1,4-butanodiol). 
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La Figura 5.10A muestra un electrocromatograma de la base de PAHs obtenido 
a 10 kV con la columna preparada en medio no acuoso que proporcionó la mejor Hmin. 
Al igual que en los casos anteriores, una vez optimizadas las condiciones se aumentó 
el voltaje en CEC hasta 25 kV para disminuir el tiempo de análisis, obteniéndose una 
excelente separación tal como muestra la Figura 5.10B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.10. Separación en CEC de una mezcla de PAHs en una 
columna de HMA iniciada térmicamente con AIBN en medio no 
acuoso, con el 21% de 1,4-butanodiol. Voltaje aplicado: (A) 10 kV y 
(B) 25 kV. Resto de condiciones electrocromatográficas como en la 
Figura 5.3. Identificación de los picos: (1) tiourea, (2) naftaleno, 
(3) antraceno y (4) pireno. 
 
 
5.4. Comparación entre columnas de HMA iniciadas con peroxidisulfato y 
con AIBN en medios acuoso y no acuoso 
 
 A la vista de los resultados obtenidos para las propiedades 
electrocromatográficas (Tabla 5.4) se observa que, si bien los tres sistemas iniciadores 
investigados muestran valores similares de Hmin en condiciones óptimas, las columnas 
iniciadas con el sistema peroxidisulfato – TEMED proporcionan tiempos de análisis 
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más cortos, paralelamente al aumento de la velocidad del flujo, debido probablemente 
al mayor contenido de META presente en la mezcla de polimerización. 
 
Tabla 5.4. Propiedades electrocromatográficas de columnas de HMA 
de composición optimizada iniciadas con peroxidisulfato y con AIBN 
en medios acuoso y no acuoso. 
Sistema iniciador 
% de  
1,4-butanodiol 
en la mezcla de 
polimerización 
% de META 
en la  
mezcla de 
polimerización
ua 
(mm/s) kpireno
a Hmin
b 
(µm) 
Peroxidisulfato – TEMED 15  2.0 0.98 2.40  9.6 
AIBN en medio acuoso 15  0.12 0.76 3.08  8.4 
AIBN en medio  
no acuoso 21  0.12 0.85 2.88  10.0 
a Voltaje aplicado: 10 kV. Fase móvil, 80:20 (v/v) de ACN: Tris 5 mM (pH = 8.0) 
b Valores obtenidos para el naftaleno 
 
 Se examinó también la repetibilidad y reproducibilidad de las columnas 
monolíticas de HMA que proporcionan el valor óptimo de Hmin en cada sistema (Tabla 
5.5). La repetibilidad entre inyecciones se evaluó para cada columna a partir de 
decaplicados de la base de PAHs. Por su parte, la reproducibilidad entre columnas se 
calculó en cada caso con 3 columnas preparadas a partir de la misma mezcla de 
polimerización, efectuándose inyecciones por duplicado en cada una de ellas. 
En todos los casos se obtuvo una repetibilidad entre inyecciones totalmente 
satisfactoria, con coeficientes de variación inferiores al 1.5%. La reproducibilidad 
entre columnas también es muy aceptable, con coeficientes de variación comprendidos 
entre 3.3 y 5.6%. 
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Tabla 5.5. Repetibilidad y reproducibilidad de varios parámetros 
electrocromatográficos para columnas monolíticas de HMA 
preparadas con diferentes sistemas de iniciación. 
Sistema 
iniciador Parámetro 
Repetibilidad entre 
inyecciones 
Reproducibilidad entre 
columnas 
  Media C.V. Media C.V. 
tEOF (min)a 1.38 0.52 1.41 4.13 
knaftalenoa 0.82 0.58 0.83 3.64 
Peroxidisulfato 
– TEMED 
Hmin (µm) 9.6 1.46 9.9 4.94 
tEOF (min)a 1.82 0.34 1.83 5.52 
knaftalenoa 1.06 0.43 1.09 4.51 
AIBN en medio 
acuoso 
Hmin (µm) 8.4 1.36 8.7 5.60 
tEOF (min)a 1.54 0.22 1.57 4.40 
knaftalenoa 1.02 0.41 1.05 3.26 
AIBN en medio 
no acuoso 
Hmin (µm) 10.0 1.31 10.2 4.26 
a Medidos a 10 kV. 
 
Sin embargo, los coeficientes de variación obtenidos para el AIBN en medio 
acuoso resultan ligeramente mayores para los tres parámetros estudiados. Además, 
para estas columnas, pequeñas variaciones del contenido de 1,4-butanodiol en el 
intervalo 16 – 24%, producen cambios significativos en las dimensiones de los 
glóbulos formados y de los poros existentes entre ellos, por lo que este medio resulta 
poco adecuado para conseguir un ajuste fino de las propiedades morfológicas y 
electrocromatográficas de los monolitos al replicar mezclas de polimerización. 
Por contra, el control fino de las propiedades morfológicas de los monolitos de 
HMA iniciados con peroxidisulfato o con AIBN en condiciones no acuosas garantiza 
una preparación reproducible, lo que facilita analizar muestras más complejas. Para 
corroborarlo, se inyectaron sendas muestras conteniendo una de ellas 10 PAHs y la 
otra una mezcla de 5 esteroides anabólicos, utilizando en ambos casos tiourea como 
marcador del EOF. Los resultados se muestran en las Figuras 5.11 y 5.12. 
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 En ambos casos puede verse que la eficacia y la resolución alcanzadas con la 
columna iniciada con peroxidisulfato son mayores que las obtenidas con la preparada 
en medio no acuoso con AIBN. Además, en esta última la retención de los analitos es 
mayor, debido probablemente a su menor contenido de META. 
En el caso de la mezcla de PAHs (Figura 5.11) se produjo con ambas columnas 
una coelución del par benzo[e]pireno y benzo[a]pireno. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.11. Separación en CEC de una mezcla de tiourea y 10 PAHs 
en columnas de HMA de composición optimizada e iniciadas con (A) 
peroxidisulfato amónico y (B) AIBN en medio no acuoso. Fase móvil: 
70:30% (v/v) ACN:Tris 5 mM (pH = 8). Detección UV a 254 nm. 
Voltaje aplicado: 25 kV. Identificación de los picos: (1) tiourea, 
(2) naftaleno, (3) fluoreno, (4) antraceno, (5) pireno, 
(6) benzo[a]antraceno, (7) benzo[k]fluoranteno, (8) benzo[e]pireno, 
(9) benzo[a]pireno, (10) benzo[g,h,i]perileno y (11) dibenzo[a,h]an-
traceno. 
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 En cuanto a los esteroides anabólicos (Figura 5.12), con la columna de 
peroxidisulfato se separaron todos los analitos en menos de 14 min, mientras que con 
la columna obtenida con AIBN en 20 min se detectaron sólo 4 esteroides, dando el 
benzoato de β-estradiol un pico extremadamente ancho cercano a los 30 min. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.12. Separación en CEC de una mezcla de tiourea y 5 
esteroides anabólicos en columnas de HMA de composición 
optimizada e iniciadas con: (A) peroxidisulfato amónico y (B) AIBN 
en medio no acuoso. Fase móvil: 50:50% (v/v) ACN:Tris 5 mM (pH = 
8). Detección UV a 254 nm. Voltaje aplicado: 10 kV. Identificación 
de los picos: (1) tiourea, (2) testosterona, (3) metiltestosterona, 
(4) progesterona, (5) propionato de testosterona y (6) 3-benzoato de 
β-estradiol. 
 
 El estudio de la hidrofobicidad para la mezcla de todos los PAHs en ambas 
columnas conduce a las rectas de las Figuras 5.13A y 5.13B, donde nuevamente el 
pireno es el componente que más se aparta de la linealidad. En todo caso, los 
coeficientes de correlación muestran un mecanismo de interacción claramente 
hidrofóbico, con valores de R = 0.9930 para la columna iniciada con peroxidisulfato y 
R = 0.9907 para la columna iniciada con AIBN en medio no acuoso. 
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Figura 5.13. Gráfico de los valores de log k en función de log Po/w 
para 10 PAHs, obtenidos con columnas de HMA de composición 
optimizada iniciadas: (A) con peroxidisulfato y (B) con AIBN en 
medio no acuoso. Condiciones electrocromatográficas e identificación 
de los PAHs como en la Figura 5.11. 
 
 Por su parte, la representación de log k frente a log Po/w en el caso de los 
esteroides conduce a las rectas de las Figuras 5.14A y 5.14B para los monolitos 
iniciados con peroxidisulfato o con AIBN. En este caso los coeficientes de correlación 
son claramente inferiores, con valores de R = 0.9706 y R = 0.9688, respectivamente, lo 
que sugiere algún otro tipo de interacción superpuesta a la puramente hidrofóbica. Este 
hecho es esperable a la vista de la estructura de todos los analitos, en las que aparecen 
grupos más polares. 
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Figura 5.14. Gráfico de los valores de log k en función de log Po/w 
para 5 esteroides anabólicos, obtenidos con columnas de HMA de 
composición optimizada iniciadas: (A) con peroxidisulfato y (B) con 
AIBN en medio no acuoso. Condiciones electrocromatográficas e 
identificación de los esteroides como en la Figura 5.12. 
 
 
 
 Este estudio ha dado lugar al trabajo que lleva por título “Preparation and 
characterization of hexyl methacrylate monolithic columns for CEC” 
(Electrophoresis 2008, 29, 3866-3874), incluido en el ANEXO II de la presente 
memoria. 
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CAPÍTULO 6. COLUMNAS MONOLÍTICAS DE 
METACRILATO DE LAURILO (LMA) 
 
6.1. Consideraciones previas 
 
 En la literatura se encuentran algunos estudios de columnas monolíticas que 
utilizan LMA como monómero de base, en los que la polimerización se inicia 
mayoritariamente con AIBN, tanto térmicamente128,129,134,135,138 como por radiación 
UV136. 
 La elevada hidrofobicidad del LMA requiere un medio no acuoso para su 
polimerización, por lo que queda excluido el uso del peroxidisulfato como iniciador. 
Por ello, se plantea la posibilidad de recurrir a peróxidos orgánicos como el BPO y el 
LPO, que también son una fuente de radicales libres cuando se activan por termólisis o 
por la acción de determinados compuestos como la dimetilanilina226-230. En concreto, 
el LPO se ha utilizado como iniciador térmico en la síntesis de polímeros de 
metacrilato de metilo231-233, si bien hasta el momento no se ha descrito su empleo como 
iniciador en la obtención de columnas monolíticas de metacrilato. 
Ante ello nos planteamos la preparación de columnas de LMA iniciadas 
térmicamente tanto con LPO como con AIBN, con objeto de compararlas. Se estudió 
en primer lugar la variación de las propiedades morfológicas y electrocromatográficas 
de las columnas obtenidas con AIBN en función de la composición del disolvente 
porogénico empleado. Dados los solapamientos de picos obtenidos con algunas de 
estas columnas al trabajar con voltajes elevados en CEC, la discusión de los 
parámetros electrocromatográficos se realizó a 5 kV. Aunque con LPO se podía 
trabajar con todas las columnas a 25 kV sin ningún problema, el estudio de la 
selectividad y el comportamiento de retención de los monolitos se llevó a cabo 
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igualmente a 5 kV para efectuar una comparación adecuada. Sin embargo, puesto que 
en ambos casos las columnas de composición optimizada proporcionaban a 25 kV una 
resolución satisfactoria de la mezcla de analitos con un menor tiempo de análisis, se 
muestran las separaciones obtenidas a ese voltaje. 
 
 
6.2. Columnas monolíticas de LMA iniciadas térmicamente con AIBN 
 
 Para el estudio de las columnas monolíticas empleando LMA como monómero 
e iniciadas térmicamente con AIBN, se fijó la relación de monómeros/porógenos en 
40:60 y la de monómero/cross-linker en 60:40. La elevada hidrofobicidad del LMA 
obliga a utilizar un medio anhidro, por lo que se utilizó un sistema porogénico binario 
compuesto por una mezcla de 1,4-butanodiol y 1-propanol. El contenido de META 
necesario para generar el EOF sin aumentar apreciablemente la polaridad se estableció 
en un 0.12% en la mezcla de polimerización. En todos los casos se añadió un 1% de 
iniciador respecto a la suma total de monómeros125,126,130,132,139, y las columnas se 
dejaron polimerizar a 70 ºC durante 24 h. 
Para obtener los distintos monolitos de la serie se modificaron las cantidades 
relativas de los dos disolventes del sistema porogénico, variándose el porcentaje de 
1,4-butanodiol entre un 10 y un 25% en la mezcla de polimerización. Con un 10%, la 
permeabilidad de los monolitos fue tan reducida que originó la obstrucción de las 
columnas. Por otro lado, contenidos de 1,4-butanodiol superiores al 20% condujeron a 
problemas de inmiscibilidad en la mezcla de polimerización debido a la excesiva 
polaridad del medio. La Figura 6.1 muestra fotografías SEM de la estructura porosa de 
las columnas de LMA a diferentes porcentajes de 1,4-butanodiol. 
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Figura 6.1. Fotografías SEM a 9000x de columnas monolíticas 
iniciadas térmicamente con AIBN y con un contenido de 1,4-
butanodiol en la mezcla de polimerización de: (A) 12%, (B) 15%, (C) 
18% y (D) 20%.  
 
 Como puede verse, al aumentar el contenido de 1,4-butanodiol se evidencia un 
incremento del tamaño tanto de los glóbulos formados como de los canales de flujo 
entre ellos. Como era de esperar, la permeabilidad cromatográfica de las columnas 
también sigue esta tendencia, tal y como se muestra en la Tabla 6.1, aumentando desde 
7.35×10-4 µm2 para el 12% de 1,4-butanodiol hasta 2.08×10-1 µm2 para el 18%. Este 
comportamiento es similar al descrito por otros autores124,126,130, que también observan 
aumentos en los tamaños de poro y de glóbulo con el contenido de 1,4-butanodiol, 
debido a la menor solubilidad del polímero hidrofóbico en este disolvente respecto de 
C
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su solubilidad en 1-propanol. Así, a medida que aumenta la polaridad del medio, se 
inicia antes la separación de fases durante la polimerización, produciendo 
microglóbulos de mayor tamaño, lo que da lugar a lechos monolíticos con un tamaño 
medio de poro más grande, y por tanto con una permeabilidad mayor. 
 
Tabla 6.1. Propiedades electrocromatográficas de columnas 
monolíticas de LMA preparadas con diferentes contenidos de 1,4-
butanodiol y obtenidas por iniciación térmica con AIBN. 
% de 1,4-butanodiol en la 
mezcla de polimerización 
ua 
(mm/s) 
kpirenoa α1a,b α2a,b Hminc 
(µm) 
Bº 
(µm2) 
12 0.29 3.02 2.02 1.87 31.2 7.35×10-4
15 0.39 2.62 1.97 1.62 19.2 5.33×10-3
18 0.96 2.41 1.93 1.59 46.9 2.08×10-1
20 1.12 1.74 NMd NMd 58.7 NMd 
a Voltaje aplicado: 5 kV. Fase móvil: 80:20 (v/v) de ACN:Tris 5 mM (pH = 8) 
b α1 = kantraceno/knaftaleno y α2 = kpireno/kantraceno 
c Valores obtenidos para el naftaleno 
d NM: No medido 
 
 Para la caracterización electrocromatográfica de las columnas obtenidas se 
inyectó la base de PAHs, observándose que al aumentar el contenido de 1,4-butanodiol 
se produce un incremento de la velocidad lineal de flujo (u) y una reducción 
simultánea de la retención de los analitos por la fase estacionaria (kpireno). Respecto a la 
selectividad, al aumentar el contenido de 1,4-butanodiol se observa una ligera 
disminución del factor de separación α2 del par pireno/antraceno, mientras que el valor 
de α1, correspondiente al par antraceno/naftaleno, puede considerarse que permanece 
prácticamente constante. La eficacia de las columnas se evaluó a través de la altura 
mínima de plato teórico para el naftaleno, observándose que al aumentar el porcentaje 
de 1,4-butanodiol, en general se obtienen valores de Hmin más elevados (menores 
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eficacias). Una vez más, las columnas preparadas con un 12% de 1,4-butanodiol 
presentan una velocidad de flujo y una eficacia anormalmente bajas, debido 
probablemente, de acuerdo con lo sugerido por otros autores126,130, al solapamiento de 
la doble capa producido en lechos monolíticos con tamaño de poro muy reducido. 
Al inyectar la base de PAHs en la columna obtenida con un 15% de 1,4-
butanodiol, que corresponde a la mayor eficacia, y empleando un voltaje de 25 kV, se 
obtuvo una resolución satisfactoria de los analitos en menos de 3 min, tal y como 
puede verse en la Figura 6.2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.2. Separación en CEC con una columna monolítica de LMA 
iniciada térmicamente con AIBN y preparada con un 15% de 
1,4-butanodiol. Fase móvil: 80:20% (v/v) de ACN:Tris 5 mM (pH = 
8). Detección UV a 254 nm. Voltaje aplicado: 25 kV. Identificación 
de los picos: (1) tiourea, (2) naftaleno, (3) antraceno y (4) pireno. 
 
 La repetibilidad y reproducibilidad de las columnas de LMA iniciadas 
térmicamente con AIBN se evaluó examinando diversos parámetros 
electrocromatográficos en columnas preparadas en las mejores condiciones de eficacia 
(15% de 1,4-butanodiol) al inyectar la base de PAHs. La repetibilidad entre 
inyecciones para una columna dada se determinó inyectando diez veces consecutivas 
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dicha mezcla, mientras que la reproducibilidad entre columnas se calculó a partir de 3 
columnas preparadas con la misma mezcla de polimerización y realizando inyecciones 
por duplicado en cada columna. Tal y como se muestra en la Tabla 6.2, la repetibilidad 
entre inyecciones condujo a resultados satisfactorios para todos los parámetros 
estudiados, con valores de la desviación estándar relativa (C.V.) comprendidos entre 
0.2 y 4.0%. Respecto a la reproducibilidad entre columnas, todos los coeficientes de 
variación se sitúan por debajo del 6.0% excepto el correspondiente a la Hmin del 
naftaleno, que está alrededor de un 7%. 
 
Tabla 6.2. Repetibilidad y reproducibilidad de varios parámetros 
electrocromatográficos para columnas monolíticas de LMA 
preparadas con AIBN como iniciador térmico. 
Parámetro Repetibilidad entre 
inyecciones 
Reproducibilidad entre 
columnas 
 Media C.V. Media C.V. 
tEOF (min)a 0.88 0.22 0.86 2.78 
tpireno (min)a 2.31 0.72 2.28 2.84 
knaftalenoa 0.75 0.54 0.76 4.26 
Áreatioureaa 47.52 1.77 48.61 4.01 
Áreanaftalenoa 17.70 3.46 18.29 5.93 
Áreapirenoa 30.74 3.95 32.92 5.71 
Áreanaftaleno / Áreatioureaa 0.37 2.08 0.36 2.90 
Hmin (µm) 19.24 1.16 19.63 7.20 
a Medidos a 25 kV. 
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6.3. Columnas monolíticas de LMA iniciadas térmicamente con LPO 
 
 Para evaluar la posibilidad de utilizar el LPO como iniciador térmico en la 
preparación de columnas monolíticas de LMA, se escogió como punto de partida la 
mezcla de polimerización con un 15% de 1,4-butanodiol, que es la que había 
proporcionado los mejores resultados electrocromatográficos en los estudios realizados 
con AIBN. La polimerización se llevó a cabo a 70 ºC durante 24 h. para poder realizar 
una comparación posterior entre las columnas preparadas con ambos iniciadores. 
Asimismo, en este caso, además de la composición del disolvente porogénico se 
varió también el porcentaje de iniciador para ajustar las propiedades porosas y 
electrocromatográficas de las columnas resultantes, comenzando por optimizar este 
parámetro. Para ello se varió el porcentaje de LPO entre el 0.04 y el 0.9% en la mezcla 
de polimerización. Contenidos de LPO inferiores al 0.15% produjeron al cabo de 24 h 
una polimerización incompleta en el interior de los capilares. En la Tabla 6.3 se 
resumen las propiedades de las columnas obtenidas. 
 
Tabla 6.3. Propiedades electrocromatográficas de columnas 
monolíticas de LMA obtenidas a partir de mezclas de polimerización 
con diferentes contenidos de LPO. 
% de LPO en la mezcla 
de polimerización 
ua 
(mm/s) 
kpirenoa α1a,b α2a,b Hminc 
(µm) 
  0.15 0.27 3.80 2.02 1.61 16.0 
0.3 0.46 3.40 1.99 1.60 12.3 
0.6 0.48 3.36 1.97 1.59 13.2 
0.9 0.53 3.18 1.96 1.59 13.0 
a Voltaje aplicado: 5 kV. Fase móvil: 80:20 (v/v) de ACN:Tris 5 mM (pH = 8) 
b α1 = kantraceno/knaftaleno y α2 = kpireno/kantraceno 
c Valores obtenidos para el naftaleno 
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 La columna iniciada con el 0.15% de LPO presenta el valor más alto de Hmin, 
mientras que los monolitos polimerizados con contenidos de iniciador entre 0.3 y 0.9% 
sólo muestran pequeñas diferencias en sus eficacias. Por este motivo, no se continuó 
incrementando el porcentaje de LPO en la mezcla de polimerización por encima del 
0.9%. 
 Para determinar la cantidad óptima de iniciador también se evaluó el 
comportamiento de retención de las diferentes columnas. Así, con contenidos de LPO 
superiores al 0.15%, los valores de velocidad de flujo y de kpireno permanecieron 
prácticamente constantes, lo que parecía indicar tamaños similares de macroporo y de 
glóbulo, conduciendo además a factores de selectividad similares para los pares 
antraceno/naftaleno y pireno/antraceno. Esto se corroboró por las imágenes SEM de la 
sección transversal de estos lechos monolíticos (Figura 6.3), que no muestran 
diferencias significativas en su morfología. 
 A la vista de estos resultados, se seleccionó para posteriores estudios el menor 
contenido de LPO (0.3% en la mezcla de polimerización) que proporcionaba un valor 
de Hmin y un comportamiento de retención satisfactorios. 
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Figura 6.3. Fotografías SEM a 9000x de columnas monolíticas 
iniciadas térmicamente a partir de mezclas de polimerización con 
diferentes contenidos de LPO: (A) 0.3%, (B) 0.6% y (C) 0.9%.  
 
 A continuación se optimizó la composición del disolvente porogénico, para lo 
que, manteniendo constante la cantidad total de porógenos en la mezcla de 
polimerización en un 60%, se varió el porcentaje de 1,4-butanodiol entre el 5 y el 20%. 
Contenidos de este disolvente inferiores al 8% dieron lugar a columnas monolíticas 
con problemas de obstrucción. Por otro lado, los monolitos preparados con porcentajes 
superiores al 18% proporcionaron separaciones pobres en los ensayos de CEC. 
 Las fotografías SEM de las columnas resultantes al aumentar el contenido de 
1,4-butanodiol muestran un incremento significativo de los tamaños de poro y de 
glóbulo (Figura 6.4). 
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 La permeabilidad de los lechos monolíticos también aumenta con el contenido 
de 1,4-butanodiol (Tabla 6.4), al igual que sucedía en las columnas preparadas con 
AIBN, lo que puede explicarse en base a las mismas consideraciones que las 
propuestas con este iniciador. 
 
   
   
Figura 6.4. Fotografías SEM a 9000x de columnas monolíticas 
obtenidas con un 0.3% de LPO en la mezcla de polimerización y con 
distintos contenidos de 1,4-butanodiol: (A) 10%, (B) 12%, (C) 15% y 
(D) 18%. 
 
C
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Tabla 6.4. Propiedades electrocromatográficas de columnas 
monolíticas de LMA preparadas con diferentes porcentajes de 1,4-
butanodiol y obtenidas por iniciación térmica con LPO. 
% de 1,4-butanodiol en 
la mezcla de 
polimerización 
ua 
(mm/s) kpireno
a α1a,b α2a,b 
Hminc 
(µm) 
Bº 
(µm2) 
  8 0.33 4.97 2.10 1.60 22.4 NMd 
10 0.40 4.58 2.10 1.60   9.5 1.02×10-3
12 0.41 4.12 2.10 1.62 12.3 1.36×10-3
15 0.53 3.60 2.08 1.62 13.3 6.57×10-3
18 0.91 2.54 2.00 1.62 19.7 8.72×10-2
a Voltaje aplicado: 5 kV. Fase móvil: 80:20 (v/v) de ACN:Tris 5 mM (pH = 8) 
b α1 = kantraceno/knaftaleno y α2 = kpireno/kantraceno 
c Valores obtenidos para el naftaleno 
d NM: No medido 
 
 En la misma tabla se observa un incremento progresivo de la velocidad de flujo 
y una disminución simultánea de los valores de kpireno al aumentar el porcentaje de 
1,4-butanodiol, lo que concuerda con las características morfológicas mostradas en las 
fotografías SEM de la Figura 6.4. Estas variaciones en el comportamiento de retención 
son pequeñas entre el 8 y el 12% de 1,4-butanodiol, y algo mayores a partir del 15%. 
Por su parte, la selectividad de las columnas, medida a partir de los factores de 
separación de los pares antraceno/naftaleno y pireno/antraceno, permanece constante 
para todos los porcentajes de 1,4-butanodiol estudiados. 
 En cuanto a la eficacia de las columnas, se produce un incremento en los 
valores de Hmin al aumentar el contenido de 1,4-butanodiol desde el 10 hasta el 18%. 
Los monolitos preparados a partir del 8% muestran sin embargo peores eficacias que 
los del 10%, debido probablemente al solapamiento de la doble capa eléctrica causado 
por el pequeño tamaño de los poros del lecho monolítico126,130. A pesar de ello, las 
variaciones son pequeñas en el rango del 10 al 15% de 1,4-butanodiol, lo que sugiere 
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la posibilidad de un control fino de las propiedades porosas y electrocromatográficas 
de las fases estacionarias resultantes. 
 La Figura 6.5 muestra el comportamiento electrocromatográfico de una 
columna preparada con el 10% de 1,4-butanodiol, resultando una resolución excelente 
de la base de PAHs, siendo por tanto ésta la columna elegida para posteriores ensayos. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.5. Separación en CEC de una mezcla de PAHs en columnas 
monolíticas de LMA iniciadas térmicamente con LPO y preparadas 
con un 10% de 1,4-butanodiol. Condiciones electrocromatográficas 
como en la Figura 6.2. Identificación de los picos: (1) tiourea, (2) 
naftaleno, 
(3) antraceno y (4) pireno. 
 
 La repetibilidad y reproducibilidad de las columnas de LMA iniciadas 
térmicamente con LPO se evaluó de la misma manera que en el caso del AIBN. Tal y 
como se muestra en la Tabla 6.5, se consiguieron resultados satisfactorios para todos 
los parámetros estudiados, con coeficientes de variación máximos en torno al 4% para 
la repetibilidad entre inyecciones e inferiores al 5.5% para la reproducibilidad entre 
columnas. 
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Tabla 6.5. Repetibilidad y reproducibilidad de varios parámetros 
electrocromatográficos para columnas monolíticas de LMA 
preparadas con LPO como iniciador térmico y con un 10% de 1,4-
butanodiol en la mezcla de polimerización. 
Parámetro Repetibilidad entre inyecciones 
Reproducibilidad entre 
columnas 
 Media C.V. Media C.V. 
tEOF (min)a 0.88 0.27 0.90 0.57 
tpireno (min)a 3.94 0.69 3.98 0.88 
knaftalenoa 1.09 0.62 1.11 4.17 
Áreatioureaa 48.07 0.92 50.40 1.07 
Áreanaftalenoa 11.55 3.13 10.77 4.13 
Áreapirenoa 42.25 4.08 40.70 5.35 
Áreanaftaleno / Áreatioureaa 0.21 2.25 0.20 4.01 
Hmin (µm) 9.52 1.38 9.88 3.98 
a Medidos a 25 kV. 
 
 
6.4. Comparación entre columnas de LMA iniciadas térmicamente con 
AIBN y con LPO 
 
Una vez realizado el estudio de las columnas de LMA iniciadas térmicamente 
con AIBN y con LPO, se compararon los distintos comportamientos 
electrocromatográficos de ambos tipos de columnas, producidos por la diferente 
naturaleza química de los iniciadores utilizados. 
Como puede verse en las Tablas 6.1 y 6.4, se observan diferencias significativas 
entre los monolitos considerados. Así, en general, las columnas iniciadas con LPO 
alcanzan mejores eficacias. Para los monolitos iniciados con AIBN, la máxima 
eficacia (Hmin = 19.2 µm) se obtuvo con un 15% de 1,4-butanodiol mientras que en el 
caso de las columnas de LPO la mejor Hmin de 9.5 µm se consiguió con un 10% de 1,4-
butanodiol. Respecto al comportamiento de retención, el valor de kpireno es 
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significativamente mayor en las columnas obtenidas con LPO como iniciador, lo que 
sugiere la presencia de un mayor número de microporos en la estructura de los 
monolitos y por tanto una mayor capacidad de retención. Este hecho se confirma a la 
vista de las fotografías SEM para un mismo porcentaje de 1,4-butanodiol (compárense 
las Figuras 6.1A con 6.4B y 6.1C con 6.4D). Sin embargo, no existen notables 
variaciones en los valores de velocidad de flujo alcanzados, incrementándose 
significativamente en ambos casos entre el 15 y el 18% de 1,4-butanodiol. Por otro 
lado, en términos de selectividad, sólo se aprecian ligeras diferencias en el factor de 
selectividad α2 del par pireno/antraceno entre las columnas iniciadas con LPO y con 
AIBN. Así, en estas últimas se tiene una reducción progresiva de este factor al 
aumentar el porcentaje de 1,4-butanodiol, mientras que su valor permanece 
prácticamente constante en los monolitos de LPO. Por su parte, los valores de α1 para 
el par antraceno/naftaleno permanecen asimismo constantes para ambos tipos de 
columnas. 
Dado que los macroporos o canales de flujo presentes en los lechos monolíticos 
determinan en gran parte su permeabilidad cromatográfica130, se han evaluado las 
diferencias en los valores de Bº. Como se observa en las Tablas 6.1 y 6.4, por debajo 
del 15% de 1,4-butanodiol las columnas iniciadas con LPO son más permeables que 
las obtenidas con AIBN, mientras que esta tendencia se invierte por encima del 15% 
de 
1,4-butanodiol. Por otro lado, considerando en ambos casos los monolitos de 
composición óptima, la permeabilidad cromatográfica del lecho obtenido con AIBN es 
mayor que la del iniciado con LPO. 
En cuanto a los tiempos de análisis, si se comparan los electrocromatogramas 
obtenidos en condiciones óptimas para cada iniciador, los monolitos iniciados con 
AIBN proporcionan menores tiempos de análisis que los obtenidos con LPO (Figuras 
6.2 y 6.5). Este hecho está justificado por el menor factor de retención de las columnas 
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iniciadas con AIBN, lo que se corresponde con el mayor tamaño de glóbulo de sus 
monolitos, tal como se observa comparando las correspondientes imágenes SEM 
(Figuras 6.1B para AIBN y 6.4A para LPO). Sin embargo, en el caso de muestras con 
un mayor número de analitos, este menor factor de retención de las columnas de 
AIBN, unido a su menor eficacia, podría condicionar una separación menos adecuada. 
Para comprobarlo se inyectaron en ambos casos una mezcla de tiourea y 11 PAHs. 
Como puede verse en la Figura 6.6, con la columna iniciada con LPO se obtiene una 
separación satisfatoria de todos los componentes de la muestra, con resolución hasta 
línea base de todos los picos a excepción del par fenantreno/antraceno. Esta columna 
da mejores resultados que la iniciada con AIBN, donde se aprecia una pérdida 
significativa de resolución, produciéndose un solapamiento completo de los picos del 
par fenantreno/antraceno y un solapamiento parcial de los del par 
benzo[e]pireno/benzo[a]pireno, si bien el tiempo de análisis es menor. 
A la vista de estos resultados, puede concluirse que, en general, las columnas 
monolíticas de LMA iniciadas térmicamente con LPO ofrecen mayores prestaciones 
para CEC que las obtenidas con AIBN, tanto por sus mejores eficacias como por su 
mayor capacidad de separación. 
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Figura 6.6. Separación en CEC de una mezcla de tiourea y 11 PAHs 
en columnas monolíticas de LMA iniciadas térmicamente con  
(A) AIBN y (B) LPO. Contenido de 1,4-butanodiol: (A) 15% y  
(B) 10%. Fase móvil: 70:30% (v/v) ACN:Tris 5 mM (pH = 8). 
Detección UV a 254 nm. Voltaje aplicado: 25 kV. Identificación de 
los picos: (1) tiourea, (2) naftaleno, (3) fluoreno, (4) fenantreno,  
(5) antraceno, (6) pireno, (7) benzo[a]antra-ceno,  
(8) benzo[k]fluoranteno, (9) benzo[e]pireno, (10) benzo[a]pireno, 
(11) benzo[g,h,i]perileno y (12) dibenzo[a,h]antraceno. 
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 En cuanto al tipo de interacción predominante en las columnas de LMA, la 
representación de log k frente a log Po/w para los 11 PAHs ensayados conduce a sendas 
rectas, con coeficientes de correlación de R = 0.9934 para la columna iniciada con 
AIBN (Figura 6.7A) y de R = 0.9954 para la iniciada con LPO (Figura 6.7B), lo que 
sugiere en ambos casos un mecanismo marcadamente hidrofóbico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6.7. Gráfico de los valores de log k en función de log Po/w para 
11 PAHs, obtenidos con columnas de LMA de composición 
optimizada iniciadas térmicamente: (A) con AIBN y (B) con LPO. 
Condiciones electrocromatográficas e identificación de los PAHs 
como en la Figura 6.6. 
 
Comparadas las rectas obtenidas al representar log k frente a log Po/w para los 
monolitos de los tres monómeros de base estudiados (BMA, HMA y LMA), 
preparados con distintos medios y sistemas de iniciación, resultan las pendientes 
mostradas en la Tabla 6.6, donde se observa que las diferencias de pendiente están 
mucho más influidas por el monómero de base que por el medio o por el sistema de 
iniciación empleados. 
Por otro lado, un aumento de la pendiente refleja una mayor retención de los 
analitos por la fase estacionaria monolítica, por lo que irá parejo al aumento de 
3 4 5 6 7 8
log P(o/w)
0.0
0.4
0.8
1.2
1.6
lo
g 
k
2
3
4
6
7
8
12
11
910
5
lo
g 
k
3 4 5 6 7 8
log P(o/w)
0.0
0.4
0.8
1.2
lo
g 
k
2
3
6
7
8
12
11
10
4, 5
9
lo
g 
k
A B
Capítulo 6. Columnas monolíticas de LMA 
 
 
130 
hidrofobicidad de la columna. Esto está de acuerdo con el carácter más hidrofóbico del 
LMA repecto del HMA y de éste con referencia al BMA. 
 
Tabla 6.6. Pendiente de las rectas obtenidas al representar log k frente 
a log Po/w para monolitos obtenidos con distintos monómeros de base 
y en condiciones de polimerización diferentes. 
Monómero de base Iniciador Medio Pendiente 
BMA Peroxidisulfato Acuoso 0.2016 
 AIBN No acuoso 0.2021 
HMA Peroxidisulfato Acuoso 0.2380 
 AIBN No acuoso 0.2573 
LMA LPO No acuoso 0.2912 
 AIBN No acuoso 0.2811 
 
 
 
 Este estudio ha dado lugar al trabajo que lleva por título “Lauroyl peroxide as 
thermal initiator of lauryl methacrylate monolithic columns for CEC” 
(Electrophoresis 2008, 29, 4399-4406), incluido en el ANEXO III de la presente 
memoria. 
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CAPÍTULO 7. COLUMNAS PREPARADAS CON MEZCLAS 
DE METACRILATO DE BUTILO (BMA) Y METACRILATO 
DE LAURILO (LMA) 
 
7.1. Consideraciones previas 
 
 Hasta ahora, la mayor parte de publicaciones encontradas en la literatura de las 
columnas monolíticas poliméricas se enfocan hacia la optimización de la composición 
de la mezcla de polimerización, modificando parámetros tales como el tipo de 
monómero, el grado de entrecruzamiento, la composición y concentración del 
disolvente porogénico y el tipo de iniciación. Se ha demostrado la influencia de estas 
variables sobre las características morfológicas de los lechos monolíticos y por tanto 
sobre sus propiedades electrocromatográficas106,125,126,128-130,132,223,224. 
Sin embargo, sólo en una pequeña parte de estos estudios146,149,150,152,176,204,234 se 
emplean mezclas de monómeros, y en casi todos ellos el grado de sustitución del 
monómero de base por otro más hidrofóbico es pequeño, inferior o igual al 
10%146,149,152,176,204, por lo que la estructura de la fase estacionaria resultante y su 
comportamiento cromatográfico no varían de manera significativa. Merhar y col.234 
han investigado los efectos producidos en la estructura de un monolito de GMA al 
sustituir hasta un 15% de su contenido por monómeros de metacrilato más 
hidrofóbicos, observando porosidades totales similares a las obtenidas con la columna 
de GMA y un descenso en el tamaño de poro, más apreciable conforme aumenta el 
porcentaje de sustitución del monómero. Por su parte, Waguespack y col.150 han 
realizado un estudio sobre columnas monolíticas basadas en mezclas de BA y LA. En 
este caso, la sustitución de un pequeño porcentaje de BA por LA proporciona, tal y 
como cabía esperar, columnas con una mayor capacidad de retención en CEC sobre 
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una muestra de analitos neutros, mientras que la incorporación de porcentajes mayores 
de LA disminuye la retención de la columna, atribuyendo este hecho a una 
polimerización no uniforme del monómero más hidrofóbico. 
Sin embargo, en ninguno de estos trabajos se ha investigado la posible 
influencia de la composición del disolvente porogénico en las propiedades de las 
columnas. Por tal motivo, se va abordar en este trabajo su estudio para monolitos 
preparados con mezclas de BMA y LMA, comenzando con una comparación de las 
columnas obtenidas con ambos monómeros en medio no acuoso. 
Al igual que en el capítulo anterior, la discusión de los parámetros 
electrocromatográficos se realiza a partir de los valores obtenidos a 5 kV, debido a los 
solapamientos entre picos que se tienen a voltajes mayores con algunas columnas. 
 
 
7.2. Comparación entre columnas monolíticas de BMA y de LMA en medio 
no acuoso 
 
 Como ya se ha indicado en los Capítulos 4 y 6, al realizar el estudio de los 
monolitos de BMA y de LMA iniciados térmicamente con AIBN en medio no acuoso, 
se fijaron las proporciones de monómeros/porógenos y de monómero/cross-linker en 
40:60 y 60:40, respectivamente, variando la relación de 1,4-butanodiol a 1-propanol. 
El comportamiento en CEC se evaluó inyectando la base de PAHs. Con el fin de 
facilitar la comparación de los resultados obtenidos en la caracterización de ambos 
tipos de lechos monolíticos, se recopilan en la Tabla 7.1 diversos parámetros 
morfológicos y electrocromatográficos de estas columnas, algunos de los cuales ya se 
incluyeron en los capítulos citados. 
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Tabla 7.1. Propiedades porosas y electrocromatográficas de columnas 
monolíticas de BMA y de LMA polimerizadas térmicamente con 
AIBN en medio no acuoso 
Monómero 
de base 
% de 1,4-butanodiol 
en la mezcla de 
polimerización 
Diámetro de 
poroa (nm) 
Área 
específicab 
(m2/g) 
uc 
(mm/s) kpireno
c Hmin
d 
(µm) 
BMA 15  183.4 72.4 0.28 2.95 29.3 
BMA 18  226.8 50.1 0.30 2.84 15.2 
BMA 20  237.8 48.3 0.31 2.77 15.8 
BMA 25  584.7 21.5 0.35 2.51 22.1 
LMA 12  250.2 22.8 0.29 3.02 31.2 
LMA 15  383.4 15.3 0.39 2.62 19.2 
LMA 18 1670.2  2.5 0.96 2.41 46.9 
LMA 20 1800.4  1.9 1.12 1.74 58.7 
a Valores obtenidos mediante MIP. 
b Valores obtenidos por adsorción/desorción de nitrógeno. 
c Voltaje aplicado: 5 kV. Fase móvil, 80:20 (v/v) de ACN: Tris 5 mM (pH = 8.0). 
d Valores obtenidos para el naftaleno. 
 
 La concentración de 1,4-butanodiol se varió para cada serie de columnas entre 
el 10 y el 25%. En el caso del BMA, contenidos inferiores al 15% dieron lechos con 
tamaño de poro muy pequeño que obstruía las columnas, mientras que por encima del 
25% se alcanzaron pobres separaciones electrocromatográficas. Por su parte, en el 
caso del LMA se obstruyeron las columnas para contenidos del 10%, mientras que con 
valores superiores al 20% se produjeron problemas de inmiscibilidad en la mezcla de 
polimerización. 
 Para cada monómero, al aumentar el porcentaje de 1,4-butanodiol se tienen 
mayores tamaños de poro, más para el LMA que para el BMA por el carácter más 
hidrofóbico del primero, lo que se traduce en velocidades de flujo más elevadas 
coincidiendo con los resultados obtenidos por otros autores125,224. Como consecuencia, 
se produce también una disminución del área específica y por tanto una menor 
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retención de los analitos. En cuanto a la eficacia de las columnas, en general 
disminuye al aumentar el contenido de 1,4-butanodiol, salvo para el 12% en el caso del 
LMA y para el 15% en el del BMA, que muestran eficacias bastante inferiores, lo que 
puede explicarse por el efecto ya descrito del solapamiento de la doble capa126,130. 
Si se comparan las columnas más adecuadas de cada serie para trabajar en CEC 
(Tabla 7.2), se observa que para los tres PAHs de la muestra la columna de LMA da 
valores ligeramente mayores de Hmin y del término C que el monolito de BMA, si bien 
ambas columnas pueden considerarse aceptables. 
 
Tabla 7.2. Altura mínima de plato teórico y término C de la ecuación 
de van Deemter de columnas monolíticas de BMA y de LMA para 
distintos PAHs. 
  Naftaleno Antraceno Pireno 
Monómero 
de base 
% de 
1,4-butanodiol 
Hmin
(µm)
Término C
(ms) 
Hmin 
(µm)
Término C
(ms) 
Hmin 
(µm) 
Término C
(ms) 
BMA 20 15.8 8.0 16.3 8.6 19.1 13.7 
LMA 15 19.2 11.4 18.9 10.3 21.8 15.5 
 
 Por otro lado, aunque para cada monómero los mejores resultados 
electrocromatográficos se obtienen con porcentajes distintos de 1,4-butanodiol, se han 
examinado también las propiedades de los monolitos de BMA y de LMA para la 
misma composición del disolvente porogénico, por considerarse que esta comparación 
será útil para entender lo que sucede durante la polimerización de columnas obtenidas 
con mezclas de ambos monómeros. 
Así, para el mismo contenido de 1,4-butanodiol, el tamaño de poro y de glóbulo 
resultante es menor en los lechos de BMA que en los de LMA, como se observa para 
un 18% de 1,4-butanodiol comparando las Figuras 7.1A y 7.1E. Otro tanto ocurre con 
el 20% de 1,4-butanodiol, tal como se aprecia en las Figuras 7.2A (BMA) y 7.2E 
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(LMA). Consecuencia de ello es que la resistencia al flujo y las áreas superficiales de 
las columnas de LMA son menores que las obtenidas con BMA. Este comportamiento 
puede explicarse teniendo en cuenta la mayor hidrofobicidad del LMA respecto del 
BMA. Así, en medios de polimerización preparados con LMA como monómero de 
base, a medida que aumenta la polaridad del disolvente porogénico cabe esperar una 
separación de fases más temprana de los núcleos de polímero formados. Estos 
agregados tienden a solvatarse con las moléculas de LMA que quedan en disolución 
más que con los porógenos, por lo que su tamaño aumenta rápidamente, lo que 
justifica los mayores tamaños de poro y de glóbulo encontrados130,224. 
 
 
7.3. Estudios de columnas preparadas con mezclas de BMA y LMA 
 
 La distinta hidrofobicidad del BMA y del LMA permite manipular la 
hidrofobicidad del lecho monolítico resultante. Por ello se prepararon columnas 
basadas en mezclas de ambos monómeros y se iniciaron térmicamente con AIBN. Las 
mezclas de polimerización utilizadas estaban compuestas por un 40% de monómeros 
(60% de una mezcla de BMA-LMA en distintas proporciones, 39.7% de EDMA y 
0.3% de META) y un 60% del disolvente porogénico no acuoso, formado por 
1,4-butanodiol y 1-propanol en diferentes proporciones, añadiendo un 1% de AIBN 
respecto a la suma de monómeros. Inicialmente, sobre una mezcla 75:25 de BMA-
LMA se planteó un 15% de 1,4-butanodiol en la mezcla de polimerización, resultando 
columnas fácilmente obstruibles, por lo que se prepararon mezclas con mayores 
contenidos de este alcohol (18, 20 y 25%). 
Por otra parte, debido a la heterogeneidad encontrada en la distribución del 
tamaño de poro de los monolitos resultantes, se utilizó como parámetro morfológico 
para caracterizar los huecos del lecho el volumen total de poro en lugar del diámetro 
medio de poro. 
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7.3.1. Columnas preparadas con el 18% de 1,4-butanodiol 
 Para un 18% de 1,4-butanodiol, a medida que aumenta el grado de sustitución 
de BMA por LMA también aumenta la velocidad de flujo, mientras que los valores de 
kpireno muestran una tendencia diferente (Tabla 7.3). Así, aunque el cambio de un 25% 
de BMA por LMA produce un incremento en el valor de kpireno, aumentos posteriores 
de LMA originan monolitos con menor capacidad de retención. Por tanto, la 
introducción progresiva de un monómero más hidrofóbico en la mezcla de 
polimerización parece inducir cambios no sólo en la polaridad del medio sino también 
en la estructura del lecho106,150,235. Además, el volumen total de poro aumenta a lo 
largo de la serie desde el BMA puro hasta el LMA puro, lo que corrobora la 
suposición anterior. 
 
Tabla 7.3. Propiedades porosas y electrocromatográficas de columnas 
basadas en mezclas de BMA y LMA en medio no acuoso y obtenidas 
con un 18% de 1,4-butanodiol. 
BMA:LMA Volumen de poroa (mL/g) 
Área 
específicab 
(m2/g) 
uc (mm/s) kpirenoc Hmind (µm)
100:0 1.12 50.1 0.30 2.84 15.2 
75:25 1.37 51.7 0.33 3.68 17.7 
50:50 1.39 38.1 0.38 3.42 27.3 
25:75 1.58 19.4 0.46 3.12 14.9 
0:100 1.66 2.5 0.96 2.41 46.9 
a Valores obtenidos mediante MIP. 
b Valores obtenidos por adsorción/desorción de nitrógeno. 
c Voltaje aplicado: 5 kV. Fase móvil, 80:20 (v/v) de ACN:Tris 5 mM (pH = 8.0). 
d Valores obtenidos para el naftaleno. 
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Figura 7.1. Fotografías SEM a 9000x de columnas monolíticas 
preparadas a partir de mezclas de BMA y LMA y con un 18% de 
1,4-butanodiol, con varias relaciones de BMA/LMA: (A) 100:0, 
(B) 75:25, (C) 50:50, (D) 25:75 y (E) 0:100. 
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Asimismo, la Figura 7.1 muestra imágenes SEM de todas las columnas 
monolíticas consideradas. Como puede verse, la distribución del tamaño de los 
glóbulos es mucho más homogénea en los lechos de BMA o LMA puros (Figuras 7.1A 
y 7.1E) que en los preparados a partir de mezclas de ambos (Figuras 7.1B-7.1D), 
donde se aprecian zonas con diferentes niveles de agregación. Este mismo 
comportamiento ya había sido encontrado por otros grupos de investigación, como 
Barrioulet y col.152, que obtuvieron resultados similares para columnas monolíticas de 
acrilato de hexilo y LMA. 
 Para interpretar el comportamiento morfológico de las columnas preparadas con 
estas mezclas se debe considerar que la formación del lecho monolítico depende en 
gran medida de los porcentajes relativos de BMA y LMA, y de sus respectivas 
solubilidades en el medio de polimerización216. Para un 18% de 1,4-butanodiol y en 
función de la proporción de BMA/LMA, los polímeros resultantes muestran diferentes 
grados de porosidad, debido probablemente a las distintas condiciones de solvatación 
de los núcleos y cadenas de copolímeros durante el proceso de formación de la red. La 
presencia de un 25% de LMA en la mezcla de monómeros da lugar a unas condiciones 
adecuadas de solvatación, lo que origina un ligero aumento del valor del área 
superficial del lecho monolítico y un incremento de sus propiedades de retención 
(kpireno mayor) respecto del BMA puro. A medida que aumenta el contenido de LMA, 
aumenta la hidrofobicidad de la mezcla de monómeros, provocando una separación de 
fases más temprana. En estas condiciones, los núcleos formados tienden a solvatarse 
preferentemente con las moléculas de los monómeros de base que quedan en 
disolución, primero con las de LMA y después con las de BMA, ya que ambos 
monómeros son disolventes mucho mejores para el polímero que el sistema 
porogénico. Como resultado, la concentración local de LMA es mayor en los núcleos 
solvatados que en la disolución, por lo que la polimerización continúa principalmente 
en estos núcleos, dando glóbulos y huecos de gran tamaño. Al final del proceso se 
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obtienen polímeros con menor área específica, y en consecuencia menor capacidad de 
retención. Estas consideraciones podrían explicar tanto el incremento del volumen 
total de poro como la reducción del área superficial observadas a lo largo de la serie. 
 Además, como el LMA y el BMA se incorporan al polímero en momentos 
diferentes del proceso de polimerización (el LMA lo hace primero), los polímeros 
generados podrían presentar secciones de diferente longitud enriquecidas con uno u 
otro monómero, lo que explicaría la distribución heterogénea de los glóbulos que 
aparece en las imágenes SEM (Figuras 7.1B-7.1D). 
Por otro lado, con respecto a la eficacia en CEC, los monolitos obtenidos con mezclas 
de BMA-LMA dan valores de Hmin mejores en todos los casos que los alcanzados 
únicamente con LMA. La mejor eficacia se tiene para la mezcla 25:75 de BMA-LMA, 
resultando similar a la del BMA puro, por lo que se compararon estas dos columnas 
ajustando los datos obtenidos para los tres PAHs de la muestra a la ecuación de van 
Deemter, mostrándose los resultados en la Tabla 7.4. En ambos casos se alcanzan 
eficacias satisfactorias para todos los analitos, si bien los valores del término C son 
menores con la columna del 25:75 de BMA-LMA. 
 
Tabla 7.4. Altura mínima de plato teórico y término C de la ecuación 
de van Deemter para distintos PAHs obtenidos con columnas 
monolíticas de BMA-LMA con el 18% de 1,4-butanodiol. 
 Naftaleno Antraceno Pireno 
BMA:LMA Hmin
(µm)
Término C
(ms) 
Hmin 
(µm)
Término C
(ms) 
Hmin 
(µm) 
Término C
(ms) 
100:0 15.2 24.6 16.8 26.2 18.2 31.6 
25:75 14.9 12.1 14.7 10.5 17.4 11.4 
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7.3.2. Columnas preparadas con el 20% de 1,4-butanodiol 
 Al aumentar el contenido de 1,4-butanodiol al 20%, se observa que los datos de 
velocidad de flujo de los monolitos de BMA y de BMA-LMA son bastante similares, 
al igual que los valores de Hmin (algo menor el de la mezcla 75:25), mientras que la 
columna de LMA presenta valores muy diferentes (Tabla 7.5). 
 Este comportamiento se justifica con las fotografías SEM de estas columnas, 
que muestran glóbulos de morfología similar para el BMA y las mezclas de BMA-
LMA (Figuras 7.2A-7.2D), y una estructura claramente diferenciada para el LMA 
(Figura 7.2E). Este proceder también es consistente con los datos de volumen total de 
poro y de área específica. 
 
Tabla 7.5. Propiedades porosas y electrocromatográficas de columnas 
monolíticas basadas en mezclas de BMA y LMA en medio no acuoso 
y obtenidas con un 20% de 1,4-butanodiol. 
BMA:LMA Volumen de poroa (mL/g) 
Área específicab 
(m2/g) u
c (mm/s) kpirenoc Hmind (µm)
100:0 1.32 48.3 0.31 2.77 15.8 
75:25 1.29 44.5 0.34 4.25 11.2 
50:50 1.32 40.4 0.36 4.13 15.9 
25:75 1.26 38.9 0.40 3.94 15.0 
0:100 1.71   1.9 1.12 1.74 58.7 
a Valores obtenidos mediante MIP. 
b Valores obtenidos por adsorción/desorción de nitrógeno. 
c Voltaje aplicado: 5 kV. Fase móvil, 80:20 (v/v) de ACN:Tris 5 mM (pH = 8.0). 
d Valores obtenidos para el naftaleno. 
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Figura 7.2. Fotografías SEM a 9000x de columnas monolíticas 
preparadas a partir de mezclas de BMA y LMA, con un 20% de 
1,4-butanodiol y con varias relaciones BMA/LMA: (A) 100:0, 
(B) 75:25, (C) 50:50, (D) 25:75 y (E) 0:100. 
 
C
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Por otro lado, los valores de kpireno siguen una tendencia similar a la mostrada en 
el caso del 18% de 1,4-butanodiol, si bien con una variación menos acusada para las 
mezclas. Por su parte, la distribución del tamaño de los glóbulos de los monolitos 
preparados con mezclas de BMA-LMA (Figuras 7.2B-7.2D) es mucho más 
homogénea que la obtenida con el 18% de 1,4-butanodiol (Figuras 7.1B-7.1D). 
 Una posible explicación para este comportamiento podría ser que con el 20% de 
1,4-butanodiol el medio es algo más polar que con el 18%, por lo que la solubilidad de 
los dos monómeros se va aproximando, dando por ello lechos monolíticos con 
glóbulos más pequeños y homogéneos para cualquiera de las relaciones BMA/LMA 
estudiadas. 
 Cuando se inicia la separación de fases, el sistema contiene mayor cantidad de 
núcleos de polímero, por lo que la concentración local de monómeros residuales en su 
entorno es menor. Consecuentemente los glóbulos crecen menos y alcanzan un menor 
tamaño. Por otro lado, debido al gran número de núcleos generados, su solvatación 
preferencial por el LMA remanente disminuye, por lo que conforme aumenta la 
proporción de LMA las variaciones observadas en los valores de área específica y 
kpireno son menores que en el caso del 18% de 1,4-butanodiol, como se aprecia al 
comparar las Tablas 7.3 y 7.5. 
 
7.3.3. Columnas preparadas con el 25% de 1,4-butanodiol 
 En la Tabla 7.6 se recopilan las propiedades morfológicas y 
electrocromatográficas de las columnas monolíticas de BMA-LMA preparadas con el 
25% de 1,4-butanodiol. En este caso, los parámetros electrocromatográficos se 
expresan a un voltaje de 2.5 kV, ya que a 5 kV se obtuvieron en los ensayos de CEC 
separaciones deficientes con algunas columnas de la serie. 
 
Capítulo 7. Columnas preparadas con mezclas de BMA y LMA 
 
 
143 
Tabla 7.6. Propiedades porosas y electrocromatográficas de columnas 
monolíticas basadas en mezclas de BMA y LMA en medio no acuoso 
y obtenidas con un 25% de 1,4-butanodiol. 
BMA:LMA Volumen de poroa (mL/g) 
Área específicab 
(m2/g) u
c (mm/s) kpirenoc Hmind (µm)
100:0 1.51 21.50 0.22 2.57 22.1 
75:25 1.73 7.45 0.34 2.26 28.6 
50:50 1.71 1.81 0.43 2.14 106.8 
25:75 1.72 0.72 0.47 2.06 67.9 
0:100 --- --- --- --- --- 
a Valores obtenidos mediante MIP. 
b Valores obtenidos por adsorción/desorción de nitrógeno. 
c Voltaje aplicado: 2.5 kV. Fase móvil, 80:20 (v/v) de ACN:Tris 5 mM (pH = 8.0). 
d Valores obtenidos para el naftaleno. 
 
 Al aumentar la cantidad relativa de LMA, se evidencian un ligero aumento de la 
velocidad de flujo y una disminución de la capacidad de retención de las columnas, 
mientras que el volumen total de poro permanece prácticamente constante. Las 
mejores eficacias se tienen con las columnas de BMA y de BMA-LMA al 75:25. 
 Los monolitos de las mezclas de BMA-LMA (Figuras 7.3B-7.3D) presentan 
mayores tamaños de glóbulo que las columnas preparadas exclusivamente con BMA 
(Figura 7.3A), y también que los lechos monolíticos obtenidos con mezclas de ambos 
monómeros a porcentajes más bajos de 1,4-butanodiol (Figuras 7.1B-7.1D y 7.2B-
7.2D). 
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Figura 7.3. Fotografías SEM a 9000x de columnas monolíticas 
preparadas a partir de mezclas de BMA y LMA, con un 25% de 
1,4-butanodiol y con varias relaciones BMA:LMA: (A) 100:0, 
(B) 75:25, (C) 50:50 y (D) 25:75. 
 
 Al 25% de 1,4-butanodiol, la solubilidad de ambos monómeros en el medio de 
polimerización es bastante reducida (de hecho, el monómero de LMA puro no se 
solubiliza completamente en la mezcla de polimerización, como se comentó en el 
apartado anterior). Esto produce una rápida separación de fases durante la 
polimerización, dando lugar a lechos con glóbulos de gran tamaño y un volumen total 
de poro elevado, acentuándose este efecto al aumentar el contenido de LMA. 
 
C D 
A B 
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7.3.4. Comparación de las propiedades electrocromatográficas de las columnas 
 La Tabla 7.7 muestra para los tres analitos de la base de PAHs y para cada 
porcentaje de 1,4-butanodiol los resultados obtenidos al ajustar a la ecuación de van 
Deemter los datos de las columnas de mayor eficacia preparadas con mezclas de 
BMA-LMA. 
 
Tabla 7.7. Altura mínima de plato teórico y término C de la ecuación 
de van Deemter de columnas monolíticas de BMA y de LMA para 
distintos PAHs. 
  Naftaleno Antraceno Pireno 
% de 
1,4-butanodiol 
BMA:LMA Hmin(µm)
Término C
(ms) 
Hmin 
(µm)
Término C
(ms) 
Hmin 
(µm) 
Término C
(ms) 
18 25:75 14.9 12.1 14.7 10.5 17.4 11.4 
20 75:25 11.2 11.9 11.7 10.2 14.2 11.7 
25 75:25 28.6 32.4 43.5 72.2 --- --- 
 
 La mejor columna de la serie del 25% de 1,4-butanodiol presenta valores muy 
elevados tanto de Hmin como del término C para naftaleno y antraceno, mientras que 
los datos correspondientes al pireno no pudieron calcularse por el solapamiento 
obtenido con el pico del antraceno a voltajes elevados. Estos resultados indican la baja 
calidad de las separaciones electrocromatográficas que pueden alcanzarse en estas 
condiciones, en claro contraste con las obtenidas para los otros dos porcentajes de 
1,4-butanodiol. Comparando estas dos últimas, se observa que la columna de mayor 
eficacia preparada con el 20% de 1,4-butanodiol muestra para los tres PAHs alturas de 
plato teórico ligeramente inferiores y valores del término C similares a los de la mejor 
columna obtenida con el 18% de 1,4-butanodiol. 
 Los electrocromatogramas de la base de PAHs obtenidos con estos tres 
monolitos (Figura 7.4) corroboran los resultados anteriores. Como puede verse, con las 
columnas del 18 y 20% de 1,4-butanodiol los analitos se separan completamente en 
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menos de 2.5 min con eficacias excelentes (Figuras 7.4A y 7.4B). Sin embargo, con la 
columna del 25% se produce la coelución de antraceno y pireno (Figura 7.4C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.4. Separaciones en CEC de una mezcla de PAHs obtenidas 
con columnas monolíticas preparadas a partir mezclas de BMA y 
LMA con distintos porcentajes de 1,4-butanodiol: (A) 18% de 
1,4-butanodiol, BMA-LMA 25:75; (B) 20% de 1,4-butanodiol, BMA-
LMA 75:25; y (C) 25% de 1,4-butanodiol, BMA-LMA 75:25. Fase 
móvil, 80:20 (v/v) de ACN: Tris 5 mM (pH = 8.0). Detección UV a 
254 nm. Voltaje aplicado: 25 kV. Identificación de los picos: 
(1) tiourea, (2) naftaleno, (3) antraceno y (4) pireno. 
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 Asimismo, con las columnas del 18 y 20% de 1,4-butanodiol la representación 
de los valores de log k frente a log Po/w para los tres componentes de la base de PAHs 
siguió una tendencia marcadamente lineal, tal y como se observa en la Figura 7.5, con 
coeficientes de correlación muy similares, de R=0.9910 y R=0.9921, respectivamente, 
demostrando de nuevo el predominio de una interacción de tipo hidrofóbico entre los 
analitos y la fase estacionaria, al igual que pasaba con los monolitos de BMA y LMA 
puros (Capítulos 4 y 6). La mayor pendiente de la recta obtenida con la columna del 
18% de 1,4-butanodiol (0.2615) frente a la del monolito del 20% (0.2259) puede 
explicarse por su mayor contenido en LMA, lo que comunica una mayor 
hidrofobicidad a la columna, tal y como se expuso en el Capítulo 6. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.5. Gráfico de los valores de log k en función de log Po/w para 
3 PAHs, obtenidos con columnas de composición optimizada de: 
(A) BMA-LMA 25:75, con un 18% de 1,4-butanodiol, y (B) BMA-
LMA 75:25, con un 20% de 1,4-butanodiol. Condiciones 
electrocromatográficas e identificación de los picos como en la Figura 
7.4. 
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Por otro lado, dado que para el 18% de 1,4-butanodiol la columna preparada 
con 25:75 de BMA-LMA daba eficacias similares a las del monolito de BMA puro, se 
hizo un análisis comparativo de estos dos casos aumentando el número de analitos en 
el medio. Para ello se inyectó en ambas columnas una mezcla de tiourea y seis 
derivados bencénicos (Figura 7.6). Como puede verse, las dos proporcionan una 
resolución hasta línea base de todos los analitos. Sin embargo, el monolito de BMA-
LMA conduce a una mejor relación entre el tiempo de análisis y la calidad de la 
separación obtenida, demostrando, a la vista de los resultados obtenidos, que con las 
columnas de metacrilato basadas en mezclas de monómeros de diferente 
hidrofobicidad podría obtenerse un ajuste satisfactorio de las propiedades 
electrocromatográficas del lecho. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7.6. Separaciones en CEC de una mezcla de derivados 
bencénicos obtenidas con columnas monolíticas de BMA y BMA-
LMA preparadas con el 18% de 1,4-butanodiol en la mezcla de 
polimerización: (A) BMA y (B) BMA-LMA, 25:75. Fase móvil, 70:30 
(v/v) de ACN: Tris 5 mM (pH = 8.0). Detección UV a 214 nm. 
Voltaje aplicado: 15 kV. Identificación de los picos: (1) tiourea, 
(2) tolueno, (3) etilbenceno, (4) propilbenceno, (5) butilbenceno, 
(6) pentilbenceno y (7) hexilbenceno. 
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 Este estudio ha dado lugar al trabajo que lleva por título “Capillary 
electrochromatography column behaviour of butyl and lauryl methacrylate 
monoliths prepared in non-aqueous media” (Electrophoresis 2009, 30, 607-615), 
incluido en el ANEXO IV de la presente memoria. 
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CAPÍTULO 8. COLUMNAS DE ACRILATO DE BUTILO (BA) 
CON DIMETACRILATO DE ETILENGLICOL (EDMA) 
COMO CROSS-LINKER 
 
8.1. Consideraciones previas 
 
 Al igual que sucedía con los monolitos de metacrilato, la mayoría de trabajos 
sobre columnas monolíticas basadas en ésteres acrílicos inician la polimerización por 
radiación UV91,146-149,151,152,155,164 o por la acción de temperaturas elevadas150,163,164,204. 
Asimismo, en capítulos anteriores se ha descrito el empleo del sistema peroxidisulfato 
– TEMED como iniciador químico para la preparación de monolitos de BMA y HMA 
en medio acuoso, obteniendo columnas con propiedades electrocromatográficas 
comparables o incluso mejores que las de los monolitos iniciados térmicamente con 
AIBN. 
Por ello, se pretende aplicar la iniciación química con peroxidisulfato a la 
preparación de columnas monolíticas de BA. Para evaluar la influencia de la 
naturaleza del disolvente porogénico sobre las propiedades de los monolitos 
resultantes, se ensayará por un lado la mezcla 1,4-butanodiol/1-propanol/agua 
empleada en nuestros anteriores trabajos con columnas de metacrilato, y por otro el 
sistema ACN/etanol/agua que es uno de los que predomina de forma mayoritaria en 
los estudios bibliográficos sobre monolitos de BA148-152,155. 
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8.2. Estudios con el sistema porogénico 1,4-butanodiol/1-propanol/agua 
 
Al igual que en el caso del HMA, las condiciones de partida para preparar las 
mezclas de polimerización se tomaron de los estudios realizados con columnas 
monolíticas de BMA iniciadas con peroxidisulfato. Así, la composición de la mezcla 
inicial contenía un 40% de monómeros (59.5% de BA, 39.2% de EDMA y 1.3% de 
META) y un 60% de porógenos (30% de 1,4-butanodiol, 50% de 1-propanol y 20% de 
agua). Los contenidos de peroxidisulfato amónico y TEMED se fijaron en 0.17% y 
0.33%, respectivamente, y las columnas se dejaron polimerizar a 4 ºC durante 24 h. Al 
inyectar en CEC la base de PAHs, se evidenció una importante pérdida de resolución 
frente a la obtenida con las columnas de BMA, tal como se muestra en la Figura 8.1. 
 
   
 
 
 
 
 
 
Figura 8.1. Separaciones en CEC de una muestra de PAHs utilizando columnas 
monolíticas de (A) BMA y (B) BA, iniciadas con peroxidisulfato y preparadas con un 
18% de 1,4-butanodiol. Condiciones electrocromatográficas: Fase móvil: 80:20% (v/v) 
ACN:Tris 5 mM (pH = 8). Detección UV a 254 nm. Voltaje aplicado: 25 kV. 
Identificación de los picos: (1) tiourea, (2) naftaleno, 
(3) antraceno y (4) pireno. 
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Las fotografías SEM de la sección transversal de las distintas columnas (Figura 
8.2) permiten atribuir este comportamiento al mayor tamaño de los globulos del lecho 
de BA (con diámetros comprendidos entre 850 y 1400 nm) en comparación con el 
observado para las columnas de BMA (con diámetros de glóbulo entre 160 y 350 nm). 
Además, en el caso del BA se observó una alta velocidad de polimerización que 
dificultó el llenado de los capilares. 
 
   
Figura 8.2. Fotografías SEM a 9000x de la sección transversal de dos 
columnas monolíticas de (A) BMA y (B) BA, iniciadas con 
peroxidisulfato y preparadas con un 18% de 1,4-butanodiol. 
 
Con objeto de mejorar las propiedades electrocromatográficas de las columnas 
de BA, se investigó en primer lugar el efecto de la composición del disolvente 
porogénico sobre la porosidad. Para ello, manteniendo constantes las relaciones 
monómeros/porógenos en 40:60 y BA/EDMA en 60:40, y fijando el contenido de agua 
en la mezcla de polimerización en un 12%, se modificó la proporción relativa de 
1-propanol y 1,4-butanodiol, variando el contenido de este último entre el 12% y el 
24%. Con porcentajes bajos de 1,4-butanodiol la velocidad de polimerización continuó 
siendo muy elevada, produciéndose además problemas de obstrucción de las 
columnas, mientras que con un contenido del 24% la velocidad de polimerización 
B A
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disminuyó de forma muy acusada, pero las columnas resultantes no fueron capaces de 
resolver los componentes de la mezcla de PAHs. Los mejores resultados se 
consiguieron con un 18% de 1,4-butanodiol, por lo que se seleccionó este porcentaje 
para estudios posteriores. 
A continuación, manteniendo constante la relación de monómeros/porógenos en 
40:60, se optimizó el contenido de agente entrelazante, variando la proporción de 
EDMA en la mezcla de monómeros entre un 30 y un 80%. Las columnas preparadas 
con un 30% presentaron problemas de obstrucción; al aumentar progresivamente el 
EDMA hasta un 80%, se observó un incremento gradual del tamaño de poro, con 
valores altos de la velocidad de flujo, lo que se tradujo en pobres separaciones con una 
escasa resolución electrocromatográfica. Estos resultados coinciden con los publicados 
por Okay216 y Dusek236,237, que observaron que al aumentar la concentración de cross-
linker se favorecía la separación de fases, aumentando el volumen total de poros en la 
red polimérica. El incremento en el tamaño de poro se atribuyó a cambios en las 
condiciones de solvatación, que son fundamentales en el caso del disolvente 
porogénico estudiado. Así, con contenidos bajos de EDMA (30%), la mezcla formada 
por los monómeros residuales y el sistema porogénico constituye un buen disolvente 
para las cadenas de polímero en formación, pero dan columnas con una escasa 
permeabilidad, mientras que las propiedades solvatantes empeoran a medida que 
aumenta la concentración de EDMA. 
 
 
8.3. Estudios con el sistema porogénico acetonitrilo/etanol/agua 
 
Dado que con el sistema porogénico anterior no se consiguió mejorar la 
resolución en CEC al cambiar las proporciones de 1,4-butanodiol/1-propanol y de 
monómero/cross-linker, se consideró la influencia de la naturaleza del disolvente 
porogénico sobre las propiedades morfológicas y electrocromatográficas de los 
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monolitos de BA. Las fotografías SEM de la estructura porosa de dos columnas 
monolíticas de BA preparadas con dos sistemas porogénicos diferentes, el primero 
conteniendo 1,4-butanodiol/1-propanol/agua en proporción 20:60:20 (Figura 8.3A) y 
el segundo con ACN/etanol/agua en proporción 60:20:20 (Figura 8.3B) muestran 
diferencias significativas en el tamaño de los glóbulos y de los canales de flujo 
(macroporos). 
 
 
   
Figura 8.3. Fotografías SEM a 9000x de la sección transversal de dos 
columnas monolíticas de BA iniciadas con peroxidisulfato y obtenidas 
con sistemas porogénicos distintos: (A) 1,4-butanodiol/1-propanol/ 
agua, 20:60:20, y (B) ACN/etanol/agua, 60:20:20. 
 
Así, en el primer caso el tamaño aproximado de los glóbulos, medido a partir de 
las fotografías SEM, estuvo comprendido entre 625 y 1000 nm, mientras que en el 
segundo los nódulos presentaron un tamaño entre 300 y 630 nm. Este hecho confirmó 
el profundo efecto del disolvente porogénico sobre las características morfológicas de 
los monolitos. Los lechos preparados con el sistema ACN/etanol/agua exhibieron una 
permeabilidad adecuada y mejores propiedades electrocromatográficas, por lo que se 
estudió este sistema como posible disolvente porogénico. 
 
A B 
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8.3.1. Optimización de las condiciones de trabajo 
Una vez definida la naturaleza del sistema porogénico, se investigó la influencia 
de las relaciones BA/EDMA, monómeros/porógenos y acetonitrilo/etanol sobre la 
porosidad y el comportamiento electrocromatográfico de las fases estacionarias. En 
este caso la polimerización se llevó a cabo a temperatura ambiente, ya que a 4 ºC la 
reacción era excesivamente lenta, impidiendo la formación de monolitos homogéneos 
en un tiempo razonable. 
En la bibliografía146-152 204 se suele trabajar con un contenido relativo de 
monómeros y porógenos de 33:67 y una composición del disolvente porogénico de 
60% de ACN, 20% de etanol y 20% de agua. Manteniendo constantes estas 
proporciones, se varió el porcentaje de EDMA en la mezcla de monómeros entre un 20 
y un 50% , observando un aumento gradual del tamaño de los glóbulos, tal y como se 
aprecia en la Tabla 8.1. Las columnas preparadas con un 20% mostraron una 
permeabilidad muy reducida y problemas de obstrucción, debido probablemente a la 
alta densidad del lecho formado, mientras que con el 50% las eficacias 
electrocromatográficas eran pobres (Hmin = 48.2 µm). Para porcentajes de EDMA del 
30% y del 40%, la eficacia permaneció prácticamente constante, lo que se corrobora 
con las imágenes SEM (Figura 8.4), donde no se aprecian diferencias significativas en 
la morfología de ambas columnas. Sin embargo, dada la mayor permeabilidad de la 
columna obtenida con el 40% de EDMA y sus mejores características de flujo, se fijó 
la relación monómero/cross-linker en el valor 60:40. 
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Tabla 8.1. Composición de las mezclas de polimerización para la 
preparación de columnas monolíticas de BA con distintas relaciones 
monómero/cross-linker. Propiedades de las columnas resultantes. 
Monómeros/porógenos  BA/EDMA ACN/Etanol
Tamaño de 
glóbuloa (nm) 
Hminb 
(µm) 
33:67 80:20 60:20 NDc NDc 
33:67 70:30 60:20 400-600 27.1 
33:67 60:40 60:20 450-700 24.3 
33:67 50:50 60:20   600-1000 48.2 
a Rango estimado a partir de las fotografías SEM. 
b Valores obtenidos para el naftaleno. Fase móvil, 80:20 (v/v) de ACN: Tris 5 mM 
(pH = 8.0). 
c No determinable. 
 
 
 
   
Figura 8.4. Fotografías SEM a 9000x de la sección transversal de dos 
columnas monolíticas de BA iniciadas con peroxidisulfato y 
preparadas con ACN/etanol/agua y con diferentes relaciones 
BA/EDMA: (A) 70:30 y (B) 60:40. 
 
A B 
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A continuación se modificó la proporción de disolvente porogénico en la 
mezcla de polimerización (Tabla 8.2), puesto que este factor también influye sobre las 
propiedades de la estructura monolítica130,216,224. Un contenido de porógenos del 75% 
dio lugar a separaciones pobres en CEC al inyectar la base de PAHs, debido al elevado 
tamaño de los poros y glóbulos formados. Por el contrario, al disminuir el disolvente 
porogénico hasta el 50% la permeabilidad del lecho se redujo considerablemente, 
originando problemas de obstrucción de las columnas. El mejor comportamiento 
electrocromatográfico de los monolitos se consiguió con un contenido del 60% (Figura 
8.5A), en cuyo caso la columna muestra poros de menor tamaño que los obtenidos con 
el 67% (Figura 8.5B). Por tanto, para estudios posteriores se fijó la relación 
monómeros/porógenos en 40:60. 
 
Tabla 8.2. Composición de las mezclas de polimerización para la 
preparación de columnas monolíticas de BA con distintas relaciones 
monómeros/porógenos. Propiedades de las columnas resultantes. 
Monómeros/porógenos  BA/EDMA ACN/Etanol
Tamaño de 
glóbuloa (nm) 
Hminb 
(µm) 
50:50 60:40 60:20 NDc NDc 
40:60 60:40 60:20 300-630 14.8 
33:67 60:40 60:20 450-700 24.3 
25:75 60:40 60:20   900-1600 73.6 
a Rango estimado a partir de las fotografías SEM. 
b Valores obtenidos para el naftaleno. Fase móvil, 80:20 (v/v) de ACN: Tris 5 mM 
(pH = 8.0). 
c No determinable. 
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Figura 8.5. Fotografías SEM a 9000x de la sección transversal de dos 
columnas monolíticas de BA iniciadas con peroxidisulfato, preparadas 
con ACN/etanol/agua y diferentes relaciones monómeros/porógenos: 
(A) 40:60 y (B) 33:67. 
 
Por último, dado que la porosidad también es sensible a la composición del 
disolvente porogénico125,126,130,216,224,238, se modificó la concentración relativa de ACN 
y etanol, variando el porcentaje de ACN en la mezcla de porógenos entre un 30 y un 
70%, tal como se recoge en la Tabla 8.3. 
Contenidos del 30% de ACN crearon problemas de solubilidad del 
peroxidisulfato en el medio de polimerización. En el otro extremo, el empleo de un 
70% dio pobres eficacias en CEC (Hmin = 35.7 µm), debido probablemente al 
solapamiento de la doble capa eléctrica126,130 producido por los pequeños tamaños de 
poro y glóbulo obtenidos (Figura 8.6C). Con contenidos de ACN del 47 y del 60%, las 
columnas exhibieron eficacias muy similares en los ensayos de CEC, con valores de 
Hmin de 12.4 y 14.8 µm, respectivamente. 
A B 
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Tabla 8.3. Composición de las mezclas de polimerización para la 
preparación de columnas monolíticas de BA con distinta composición 
del disolvente porogénico. Propiedades de las columnas resultantes. 
Monómeros/porógenos BA/EDMA ACN/Etanol
Tamaño de 
glóbuloa (nm) 
Hminb 
(µm) 
40:60 60:40 30:50 NDc NDc 
40:60 60:40 47:33 260-550 12.4 
40:60 60:40 60:20 300-630 14.8 
40:60 60:40 70:10 100-300 35.7 
a Rango estimado a partir de las fotografías SEM. 
b Valores obtenidos para el naftaleno. Fase móvil, 80:20 (v/v) de ACN: Tris 5 mM 
(pH = 8.0). 
c No determinable. 
 
Por su parte, en las fotografías SEM de estas columnas no se aprecian cambios 
importantes ni en los tamaños de los poros ni en la morfología de los glóbulos (Figuras 
8.6A y 8.6B), siendo este comportamiento similar al encontrado para las columnas de 
BMA con el mismo sistema iniciador (Capítulo 4). En consecuencia, la composición 
del disolvente porogénico se fijó en 47% de ACN, 33% de etanol y 20% de agua. 
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Figura 8.6. Fotografías SEM a 9000x de la sección transversal de dos 
columnas monolíticas de BA iniciadas con peroxidisulfato y 
preparadas con distintos contenidos de ACN/etanol/agua:  
(A) 47:33:20, (B) 60:20:20 y (C) 70:10:20. 
 
8.3.2. Comportamiento electrocromatográfico 
 Las propiedades de flujo de las columnas monolíticas de BA preparadas a partir 
de la mezcla que proporcionaba mejores eficacias se evaluaron determinando su 
permeabilidad cromatográfica Bo, que dio un valor de 7.3×10-2 µm2. La permeabilidad 
indicada en la bibliografía para columnas de BA iniciadas por radiación UV con AIBN 
es inferior (Bo = 3×10-2 µm2)149,152, presentando por ello una mayor resistencia al flujo. 
Por tanto, con el sistema de iniciación peroxidisulfato – TEMED se pueden preparar 
A B 
C
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columnas más largas sin que presenten problemas de bloqueo. En estas condiciones, 
siempre que se mantenga la uniformidad del lecho, se podrán alcanzar eficacias de 
separación más elevadas. Para demostrarlo se prepararon dos columnas con longitudes 
de lecho de 8.5 y 25 cm a partir de la mejor mezcla de polimerización, y en las mismas 
condiciones de ensayo se inyectó una mezcla de cinco PAHs a los que también se les 
adicionó tiourea, obteniéndose en los dos casos factores de retención similares para 
cada analito, mientras que las eficacias, medidas como número de platos teóricos (N), 
fueron claramente superiores con la columna de 25 cm (Tabla 8.4). 
 
Tabla 8.4. Factores de retención y eficacias obtenidos para distintos 
PAHs con columnas monolíticas de BA de diferente longitud 
preparadas a partir de una mezcla de composición optimizada. 
Columna de 8.5 cm  Columna de 25 cm 
Analito 
ki a Na (platos teóricos) ki a Na (platos teóricos)
Naftaleno 0.81 6102 0.87 23166 
Fluoreno 1.09 5731 1.15 22143 
Fenantreno 1.44  5302b 1.50 23352 
Antraceno 1.45  5564b 1.56 18596 
Pireno 1.99 5130 2.16 14826 
a Voltaje aplicado: 25 kV. Fase móvil: 80:20 (v/v) de ACN: Tris 5 mM (pH = 8.0). 
b Valores obtenidos con inyecciones independientes de los compuestos puros. 
 
La Figura 8.7 muestra la separación alcanzada con la columna de 25 cm, 
resultando una resolución completa de los picos (salvo para el par 
fenantreno/antraceno) en un tiempo de análisis del orden de 16 min. Aplicando un 
voltaje de 25 kV que dio lugar a una velocidad de flujo de 0.75 mm/s, se obtuvieron 
valores de Hmin comprendidos entre 10.5 y 17.1 µm, correspondientes, 
respectivamente, al primer y último PAHs eluidos. La menor eficacia del pireno se 
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explicó por la elevada contribución de la transferencia de masa al ensanchamiento de 
la banda. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8.7. Separación en CEC de una muestra de PAHs con una 
columna monolítica de BA de composición optimizada, iniciada con 
peroxidisulfato y preparada con ACN/etanol/agua. Condiciones 
electrocromatográficas como en la Figura 8.1. Identificación de los 
picos: (1) tiourea, (2) naftaleno, (3) fluoreno, (4) fenantreno, 
(5) antraceno y (6) pireno. 
 
Se comprobó que la preparación de los monolitos de BA es reproducible, para 
lo que se emplearon columnas de 25 cm de longitud obtenidas con la mezcla de 
composición optimizada. La repetibilidad de una columna dada se determinó con 10 
inyecciones consecutivas de la mezcla de PAHs. La reproducibilidad entre columnas 
se calculó utilizando 3 columnas preparadas con la misma mezcla de polimerización. 
Se evaluó también la reproducibilidad entre lotes a partir 3 mezclas distintas de la 
misma composición nominal, preparando 3 columnas diferentes con cada una de las 
mezclas. Los resultados se encuentran reflejados en la Tabla 8.5. Como puede verse, 
se obtuvo una repetibilidad satisfactoria entre inyecciones, con coeficientes de 
variación inferiores al 2% para los distintos parámetros electrocromatográficos. La 
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reproducibilidad entre columnas y entre lotes también fue aceptable, alcanzándose 
valores de C.V. inferiores al 4.5% y al 5%, respectivamente, en todos los parámetros 
estudiados. 
 
Tabla 8.5. Repetibilidad y reproducibilidad de varios parámetros 
electrocromatográficos para columnas de BA iniciadas con 
peroxidisulfato y con ACN/etanol/agua como sistema porogénico. 
Repetibilidad Reproducibilidad 
entre inyecciones Entre columnas Entre lotes Parámetro 
Media C.V. Media C.V. Media C.V. 
tEOF (min)a  4.90 0.46  4.86 0.90  4.94 1.32 
knaftalenoa  0.86 0.28  0.83 2.15  0.85 2.70 
Áreanaftaleno / Áreatioureaa  0.25 1.76  0.26 4.51  0.33 5.10 
Hmin (µm) 10.50 1.93 10.90 3.10 11.20 4.42 
a Valores obtenidos a 25 kV 
 
Al igual que en los capítulos anteriores para los monolitos de metacrilato, para 
comprobar el mecanismo de interacción predominante entre los analitos y el relleno 
monolítico de BA, se representaron los valores del logaritmo del factor de retención de 
los distintos solutos (log k) frente a los valores de log Po/w. Utilizando una fase móvil 
con un 80% de ACN, esta representación se ajustó a una línea recta para los PAHs 
ensayados, dando un coeficiente de correlación de R = 0.996, lo que indica que las 
interacciones de los analitos con la fase estacionaria son principalmente de tipo 
hidrofóbico (Figura 8.8). 
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Figura 8.8. Gráfico de los valores de log k en función de log Po/w para 
5 PAHs, obtenidos con una columna de BA-EDMA de 25 cm de 
longitud y de composición optimizada. Condiciones 
electrocromatográficas e identificación de los picos como en la 
Figura 8.7. 
 
 
 
 Este estudio ha dado lugar al trabajo que lleva por título “Preparation and 
evaluation of butyl acrylate-based monolithic columns for CEC using ammonium 
peroxodisulfate as a chemical initiator” (Electrophoresis 2008, 29, 3858-3865), 
incluido en el ANEXO V de la presente memoria. 
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CAPÍTULO 9. COLUMNAS DE ACRILATO DE BUTILO (BA) 
Y ACRILATO DE LAURILO (LA) CON DIACRILATO DE 
1,3-BUTANODIOL (BDDA) COMO CROSS-LINKER 
 
9.1. Estudio de columnas de BA utilizando BDDA como cross-linker 
 
9.1.1. Consideraciones previas 
 En el capítulo anterior se ha descrito la preparación por iniciación química con 
peroxidisulfato de columnas monolíticas de BA con EDMA como cross-linker, 
empleando dos sistemas porogénicos distintos. Las eficacias de la mejor columna 
(Hmin comprendidas entre 10.5 µm para el naftaleno y 17.1 µm para el pireno, con el 
sistema porogénico ACN/etanol/agua) son comparables a las descritas con BA-BDDA 
por iniciación térmica con AIBN, pudiendo citar los 8.7 y 10.0 µm señalados por 
Waguespack y col.150 para floureno y criseno, respectivamente, así como los 18 µm de 
Sondergeld y col.204 para criseno. Sin embargo, los monolitos de BA-EDMA iniciados 
con peroxidisulfato tienen eficacias ligeramente inferiores a las columnas de BA-
BDDA fotoiniciadas con radiación UV; así, Ngola y col.146 alcanzaron valores de Hmin 
entre 6.3 y 8.4 µm para diferentes PAHs, mientras que Delaunay-Bertoncini y col.149 y 
Augustin y col.151 obtuvieron alturas de plato teórico en torno a 3.0 – 4.0 µm para 
compuestos análogos. 
 Esta diferencia de comportamiento de las columnas de BA-EDMA podría 
deberse a la diferente reactividad de los grupos acrilato y metacrilato del monómero de 
base y del agente entrelazante, respectivamente239. El doble enlace del grupo 
metacrilato es más reactivo que el del grupo acrilato, lo que podría condicionar el 
proceso de polimerización y en consecuencia la estructura del lecho monolítico. Por 
ello, en este apartado se va a investigar el efecto producido sobre las propiedades de 
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los monolitos al reemplazar el EDMA por BDDA (monómero entrelazante con dos 
grupos acrilato), utilizando el sistema porogénico 1,4-butanodiol/1-propanol/agua e 
iniciando químicamente la polimerización. 
 
 
9.1.2. Columnas de BA-BDDA iniciadas químicamente con peroxidisulfato 
Como punto de partida se eligieron las condiciones que habían proporcionado 
los mejores resultados con BA-EDMA para este sistema porogénico ternario, esto es, 
un 40% de monómeros (59.5% de BA, 39.2% de BDDA y 1.3% de META) y un 60% 
de porógenos (30% de 1,4-butanodiol, 50% de 1-propanol y 20% de agua), siendo los 
porcentajes de peroxidisulfato y TEMED de 0.17 y 0.33%, respectivamente. La 
polimerización se llevó a cabo a una temperatura de 4 ºC durante 24 h. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9.1. Separación en CEC de una muestra de PAHs con 
columnas monolíticas de (A) BA-EDMA y (B) BA-BDDA, iniciadas 
con peroxidisulfato. Condiciones electrocromatográficas: Fase móvil: 
80:20% (v/v) ACN:Tris 5 mM (pH = 8). Detección UV a 254 nm. 
Voltaje aplicado: 25 kV. Identificación de los picos: (1) tiourea, 
(2) naftaleno, (3) antraceno y (4) pireno. 
 
0.0 1.0 2.0 3.0
t (min)
0
20
40
60
80
A
 (m
A
U
)
1
2
3+4
A
 (m
A
U
)
0 1 2 3
t (min)
0
40
80
A
 (m
A
U
)
1
2
3
4
A B 
Capítulo 9. Columnas de BA y LA con BDDA como cross-linker 
 
 
169 
 Tal como se observa en la Figura 9.1, al inyectar la base de PAHs se obtuvo una 
importante mejora en la resolución de los componentes, confirmando la influencia de 
las diferencias de reactividad del monómero y del cross-linker en la formación de los 
monolitos, diferencias que son pequeñas en los monolitos de BA–BDDA, conduciendo 
probablemente a lechos más homogéneos, mientras que son manifiestas en las 
columnas de BA–EDMA. Además, como los acrilatos son más hidrofílicos que los 
metacrilatos (el coeficiente de partición octanol-agua calculado a 25 ºC es de  
log Po/w = 2.783 para el EDMA y de log Po/w = 1.510 para el BDDA203), la sustitución 
del EDMA por BDDA en un medio de elevada polaridad aumenta la solubilidad de los 
núcleos de polímero, retardando el inicio de la separación de fases y dando por tanto 
lechos con poros y glóbulos de menor tamaño, lo que podría explicar los mejores 
resultados obtenidos. 
 Para optimizar el comportamiento electrocromatográfico de las columnas de 
BA-BDDA, se modificó en primer lugar la proporción monómero/cross-linker, 
parámetro que afecta de manera significativa a la porosidad de los monolitos106,188,216, 
variando la relación BA/BDDA entre 80:20 y 40:60. La Tabla 9.1 muestra diversos 
parámetros electrocromatográficos obtenidos para las diferentes columnas al inyectar 
la base de PAHs. Relaciones BA/BDDA inferiores a 40:60 presentaron una elevada 
resistencia al flujo, obstruyéndose los capilares. Por su parte, la relación de 80:20 
produjo un incremento significativo de la retención de los analitos, sin mejoras 
importantes en la resolución, alargándose innecesariamente el tiempo de análisis. 
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Tabla 9.1. Propiedades electrocromatográficas de columnas 
monolíticas de BA-BDDA iniciadas con peroxidisulfato, preparadas 
con distintas relaciones BA/BDDA y con el 18% de 1,4-butanodiol en 
la mezcla de polimerización. 
BA/BDDA 
(m/m) 
ua 
(mm/s) kpireno
a Hmin naftaleno 
(µm) 
Hmin antraceno 
(µm) 
Hmin pireno 
(µm) 
80:20 1.98 3.52 9.0 8.3 7.6 
70:30 1.99 2.30 8.3 6.8 5.1 
60:40 2.06 1.92 13.8 12.0 11.3 
50:50 1.92 1.55 14.5 12.5 10.7 
40:60 1.92 0.81 16.1 15.1 11.4 
a Voltaje aplicado: 25 kV. Fase móvil, 80:20 (v/v) de ACN: Tris 5 mM (pH = 8.0). 
 
Como se muestra en la Figura 9.2, al aumentar la concentración de agente 
entrelazante disminuye el tamaño de los glóbulos, debido probablemente a la 
formación más temprana de nódulos con un alto grado de entrecruzamiento y con poca 
tendencia a aumentar de tamaño. Sin embargo en las fotografías SEM no se aprecian 
cambios significativos en el tamaño de los macroporos, contrastando con otros trabajos 
en los que en general un aumento del porcentaje de crosslinker se acompaña de una 
disminución del tamaño de poro124,191. Esto se atribuyó al alto contenido de agua que 
da un medio altamente polar, amortiguando probablemente el efecto que ejerce el 
porcentaje de cross-linker en la separación de fases y por tanto en el tamaño de los 
canales de flujo. 
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Figura 9.2. Fotografías SEM de columnas monolíticas de BA-BDDA 
iniciadas con peroxidisulfato y con distintas relaciones 
monómero/cross-linker: (A) 70:30, (B) 50:50 y (C) 40:60. 
 
Al variar la relación BA:BDDA la velocidad de flujo prácticamente se mantiene 
constante, lo que coincide con las observaciones acerca del tamaño de los macroporos. 
También se aprecia una disminución del factor de retención del pireno al aumentar el 
contenido de BDDA, lo que resulta sorprendente a la vista de las fotografías SEM, en 
las que disminuye el tamaño de glóbulo y en consecuencia aumenta el área superficial, 
llevando a pensar en una tendencia contraria. Para entender este comportamiento, debe 
tenerse en cuenta que las modificaciones del porcentaje de cross-linker inducen 
cambios no solo en las propiedades morfológicas de las columnas sino también en la 
composición química de los monolitos. A diferencia de los porógenos, el agente 
entrelazante permanece como parte integrante del lecho monolítico y por tanto tiene un 
A B 
C 
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efecto importante en sus interacciones con los analitos. Dado que el coeficiente de 
partición octanol-agua calculado a 25 ºC es de log Po/w = 2.387 para el BA y de  
log Po/w = 1.510 para el BDDA203, al aumentar el contenido de cross-linker se reduce 
la hidrofobicidad del monolito final, lo que explica el comportamiento encontrado en 
las propiedades de retención. Respecto a la eficacia, la relación 70:30 proporcionó los 
mejores valores de Hmin para todos los PAHs de la mezcla de ensayo, por lo que se 
escogió esa relación para estudios posteriores. 
Por último se optimizó la composición del disolvente porogénico para lo cual, 
manteniendo constante el contenido de agua, se modificó la proporción de 
1,4-butanodiol y 1-propanol. variando el porcentaje del primero entre un 15 y un 20% 
en la mezcla de polimerización (columnas preparadas con un 12% se obstruyeron, 
mientras que contenidos superiores al 20% dieron problemas de inmiscibilidad). Las 
fotografías SEM de la sección transversal de los distintos monolitos no muestran 
diferencias significativas en la estructura del lecho (Figura 9.3). Este hecho se atribuyó 
de nuevo al contenido de agua empleado, que es el doble del referido normalmente en 
la literatura para el mismo sistema porogénico125,126,130, lo que amortigua los cambios 
en la hidrofobicidad del medio. 
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Figura 9.3. Fotografías SEM de columnas monolíticas de BA-BDDA 
iniciadas con peroxidisulfato y con distintos contenidos de 
1,4-butanodiol: (A) 12%, (B) 15% y (C) 18%. 
 
 El comportamiento electrocromatográfico de las columnas preparadas en el 
rango estudiado (Tabla 9.2) es consistente con la tendencia mostrada en las 
propiedades morfológicas de los lechos. Como puede verse, los valores de u, kpireno y 
Hmin sólo experimentan pequeños cambios, lo que sugiere la posibilidad de efectuar un 
control fino de las propiedades porosas y electrocromatográficas de las columnas de 
BA-BDDA obtenidas mediante iniciación química con peroxidisulfato. 
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Tabla 9.2. Propiedades electrocromatográficas de columnas 
monolíticas de BA-BDDA iniciadas con peroxidisulfato, preparadas 
con una relación 70:30 de BA/BDDA y con distintos contenidos de 
1,4-butanodiol en la mezcla de polimerización. 
% 1,4-butanodiol en 
la mezcla de 
polimerización 
ub 
(mm/s) 
kpirenob 
Hmin naftaleno
(µm) 
Hmin antraceno 
(µm) 
Hmin pireno
(µm) 
15 2.07 2.73 6.3 5.5 4.2 
18 1.99 2.30 8.3 6.8 5.1 
20 2.04 2.39 8.7 7.6 6.4 
a Voltaje aplicado: 25 kV. Fase móvil, 80:20 (v/v) de ACN: Tris 5 mM (pH = 8.0). 
 
 Los monolitos preparados con el 15% de 1,4-butanodiol proporcionaron 
mejores eficacias, dando valores de Hmin entre 4.2 y 6.3 µm para los PAHs ensayados, 
y observándose además bajas contribuciones de la transferencia de masa al 
ensanchamiento de los picos, como se desprende de las curvas de van Deemter (Figura 
9.4). Estas eficacias son similares o ligeramente mejores que las obtenidas para 
columnas de BA-BDDA iniciadas con AIBN tanto por vía térmica150,204 como por 
radiación UV146,149,151, tal como se reseña en el apartado 9.1.1, y mejoran 
significativamente las de los monolitos de BA-EDMA preparados por iniciación 
química con peroxidisulfato. 
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Figura 9.4. Curvas de van Deemter obtenidas con una columna de 
BA-BDDA de composición optimizada iniciada con peroxidisulfato. 
Compuestos: (•) naftaleno, (■) antraceno y (▲) pireno. Fase móvil: 
80:20% (v/v) ACN:Tris 5 mM (pH = 8). 
 
 
9.2. Columnas monolíticas de LA-BDDA iniciadas químicamente con LPO 
 
 Ante los prometedores resultados electrocromatográficos obtenidos al sustituir 
el EDMA por BDDA como agente entrelazante en las columnas de BA, se optó por 
utilizar un monómero de base más hidrofóbico para manipular las interacciones entre 
la fase estacionaria y los analitos. 
 Gran parte de los estudios realizados sobre columnas monolíticas de acrilato se 
basan en el empleo del BA91,146-151,204 y del HA151-155, mientras que sólo una pequeña 
parte describe el uso de otros monómeros acrílicos de cadena más larga como es el 
caso del LA150,240, si bien normalmente este monómero se suele utilizar en mezclas 
binarias con BA, reemplazando entre un 10% y un 61% (mol/mol) del monómero 
butílico146,150. La sustitución de cantidades mayores conduce en todos los casos a 
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problemas de solubilidad del LA por la elevada polaridad del medio introducida 
básicamente por el disolvente porogénico habitual (ACN/etanol/agua). 
Por ello, se planteó la preparación de columnas monolíticas empleando 
únicamente LA como monómero de base, utilizando el sistema anhidro 
1,4-butanodiol/1-propanol como disolvente porogénico, lo que descartaba el uso del 
peroxidisulfato amónico como iniciador. Dados los buenos resultados obtenidos con 
LPO en el caso de los monolitos de LMA (Capítulo 6), se ensayó la aplicación de este 
peróxido orgánico para iniciar el proceso. 
Basándonos en nuestros estudios con BA, se fijaron las relaciones 
monómeros/porógenos y LA/BDDA en 40:60 y 70:30, respectivamente. El contenido 
de META en la mezcla de polimerización se estableció en un 0.12%, que proporciona 
una adecuada velocidad de flujo sin introducir una polaridad excesiva. Por su parte, la 
concentración de iniciador (0.3% en la mezcla de polimerización) se tomó de los 
estudios con columnas de LMA iniciadas con LPO. 
En un principio se intentó la iniciación térmica, dejando polimerizar las mezclas 
a 70 ºC durante 24 h. Sin embargo, se obtuvieron polímeros traslúcidos con una 
permebilidad extremadamente baja, no aptos como fases estacionarias para CEC. 
Como alternativa, se empleó el TEMED como activador del proceso de 
generación de radicales libres por parte del LPO. Para no incrementar demasiado la 
polaridad del medio, el TEMED se añadió en disolución metanólica al 40%, en lugar 
de la disolución acuosa empleada en el caso del peroxidisulfato. 
Dado que el contenido de activador influye sobre la cinética de la 
polimerización180, se varió este parámetro con el fin de obtener monolitos homogéneos 
en un tiempo razonable, para lo que se estudió la polimerización de varias mezclas con 
contenidos diferentes de TEMED. En general, al aumentar la concentración del 
activador también lo hace la velocidad de descomposición del iniciador, y en 
consecuencia el número de radicales libres formados, lo que lleva a un aumento de la 
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velocidad de polimerización. En este caso, el contenido mínimo de disolución de 
TEMED necesario para asegurar la polimerización a temperatura ambiente en 24 h se 
estableció en un 1.5% en la mezcla de polimerización final. 
Asimismo se examinó el efecto de la temperatura de polimerización en la 
formación del lecho, realizándose pruebas a 4 ºC y a temperatura ambiente. En las 
polimerizaciones a 4 ºC, la velocidad de iniciación del proceso se enlenteció en 
demasía, de manera que para obtener monolitos homogéneos fueron necesarias más de 
72 h. Por tanto, se optó por la polimerización a temperatura ambiente. 
A continuación se estudió la influencia de la composición del disolvente 
porogénico sobre las propiedades de los monolitos. Para ello se prepararon columnas 
modificando la relación 1,4-butanodiol/1-propanol, de manera que el contenido del 
primero se varió entre el 8 y el 18% en la mezcla de polimerización (Tabla 9.3). Las 
columnas obtenidas con el 8% mostraron permeabilidades reducidas y una cierta 
resistencia al flujo, dando tiempos de análisis excesivamente largos y bajas eficacias 
en CEC. Por otro lado, con el 18% de 1,4-butanodiol se obtuvieron pobres 
separaciones electrocromatográficas. 
El tamaño de los glóbulos y de los macroporos aumenta con el porcentaje de 
1,4-butanodiol (Figura 9.5), tal y como cabía esperar por las diferentes propiedades 
solvatantes de los dos componentes del sistema porogénico124,126,130. Así, el 
1,4-butanodiol es peor disolvente de las cadenas de polímero (altamente hidrofóbicas 
por la presencia del LA), por lo que al aumentar su contenido en el medio se adelanta 
la separación de fases durante el proceso de polimerización, dando como resultado 
lechos monolíticos con glóbulos y poros de mayor tamaño. 
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Figura 9.5. Fotografías SEM de columnas monolíticas de LA-BDDA 
iniciadas químicamente con LPO y con distintos contenidos de 
1,4-butanodiol: (A) 10%, (B) 15% y (C) 18%. 
 
Además, el efecto de la composición del disolvente porogénico sobre las 
propiedades porosas del lecho es bastante más pronunciado en los monolitos de LA 
(Figura 9.5) que en los de BA estudiados anteriormente (Figura 9.3). Este hecho se 
debe probablemente a que las columnas de LA se preparan en medio no acuoso, 
mientras que los monolitos de BA se polimerizan en sistemas con un alto contenido de 
agua que puede atenuar los cambios en el inicio de la separación de fases al modificar 
la relación 1,4-butanodiol/1-propanol. 
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Tabla 9.3. Propiedades electrocromatográficas de columnas 
monolíticas de LA-BDDA iniciadas químicamente con LPO y con 
distintos contenidos de 1,4-butanodiol. 
% de 1,4-butanodiol 
en la mezcla de 
polimerización 
ua 
(mm/s) kpireno
a Hmin naftaleno 
(µm) 
Hmin antraceno 
(µm) 
Hmin pireno 
(µm) 
 8 1.84 12.04 22.6 30.1 41.8 
 10 2.36   8.55 5.3 3.5 3.0 
 12 2.45   7.42 14.3 10.3 9.5 
 15 2.57   7.28 23.5 13.9 11.0 
 18 2.69   7.08 43.5 36.5 41.8 
a Voltaje aplicado: 25 kV. Fase móvil, 80:20 (v/v) de ACN: Tris 5 mM (pH = 8.0). 
 
Las propiedades electrocromatográficas de las columnas se evaluaron 
inyectando la base de PAHs (Tabla 9.3). Al aumentar el contenido de 1,4-butanodiol 
también lo hace la velocidad de flujo, evidenciándose además una disminución de las 
propiedades de retención. Estos resultados concuerdan con la tendencia hacia mayores 
tamaños de glóbulos y macroporos a lo largo de la serie mostrada en las fotografías 
SEM (Figura 9.5). También se observa en general un aumento de los valores de Hmin al 
aumentar el porcentaje de 1,4-butanodiol, salvo para las columnas preparadas con el 
8% que dan eficacias anormalmente bajas, con altos valores de Hmin, debido 
probablemente al reducido tamaño de los poros del lecho que puede causar el ya 
mencionado solapamiento de la doble capa126,130. 
Dado que con la columna del 10% de 1,4-butanodiol se obtienen eficacias muy 
elevadas, se ensayó una mezcla más compleja formada por 13 PAHs además de la 
tiourea, obteniéndose el electrocromatograma mostrado en la Figura 9.7A. Para todos 
los analitos se obtuvieron excelentes eficacias (Hmin entre 2.6 µm para el 
dibenzo[a,h]antraceno y 5.3 µm para el naftaleno) y contribuciones muy bajas de la 
transferencia de masa al ensanchamiento de los picos (valores del término C de la 
ecuación de van Deemter comprendidos entre 0.71 y 5.10 ms). El perfil plano de las 
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curvas de van Deemter (Figura 9.6), indica que es posible aumentar la rapidez de los 
ensayos de CEC aplicando voltajes elevados, sin pérdidas significativas de eficacia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9.6. Curvas de Van Deemter obtenidas con una columna de 
LA-BDDA preparada con un 10% de 1,4-butanodiol e iniciada 
químicamente con LPO. Compuestos: (+) naftaleno, (¡) antraceno, 
( ) pireno, (•) benzo[a]antraceno y (▲) benzo[g,h,i]perileno. Fase 
móvil: 80:20% (v/v) ACN:Tris 5 mM (pH = 8). 
 
 
9.3. Comparación del comportamiento electrocromatográfico de las 
columnas de BA y de LA 
 
 Se examinó la repetibilidad y la reproducibilidad de los lechos monolíticos de 
BA y LA iniciados químicamente con peroxidisulfato y LPO, respectivamente. En 
cada caso se utilizó la composición que proporcionaba la mejor eficacia en CEC (con 
contenidos de 1,4-butanodiol del 15% para los monolitos de BA y del 10% para los de 
LA), determinándose diversos parámetros electrocromatográficos. 
 La repetibilidad de una columna se evaluó con 10 inyecciones consecutivas de 
la mezcla de PAHs, mientras que la reproducibilidad entre columnas se calculó con los 
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valores obtenidos para 3 columnas preparadas a partir de la misma mezcla de 
polimerización, inyectando por duplicado la muestra en cada una de ellas. 
 
Tabla 9.4. Repetibilidad y reproducibilidad de varios parámetros 
electrocromatográficos para columnas monolíticas de BA-BDDA y 
LA-BDDA preparadas mediante iniciación química. 
Repetibilidad entre 
inyecciones 
Reproducibilidad entre 
columnas Monómero Parámetro 
Media C.V. (%) Media C.V. (%) 
tEOF (min)a 0.69 0.38 0.67 3.51 
knaftalenoa 1.06 0.59 1.07 0.61 BA 
Hmin naftaleno (µm) 6.45 3.85 6.28 7.93 
tEOF (min)a 0.54 1.22 0.54 2.34 
knaftalenoa 1.99 3.47 2.09 4.24 LA 
Hmin naftaleno (µm) 5.34 4.52 5.40 8.87 
a Voltaje aplicado: 25 kV. 
 
 Como se muestra en la Tabla 9.4, los resultados entre inyecciones son 
satisfactorios para todos los parámetros estudiados, con coeficientes de variación 
inferiores al 4.5%, siendo algo mayores para la columna de LA que para la de BA. En 
cuando a la reproducibilidad entre columnas, los resultados pueden considerarse 
aceptables, con coeficientes de variación inferiores al 9%, si bien en general se 
observa que la reproducibilidad entre columnas de los monolitos de acrilato es algo 
inferior a la de los de metacrilato. 
Al inyectar la mezcla de tiourea y 13 PAHs en la columna de LA que 
proporciona las mejores eficacias, se obtiene una separación satisfactoria de todos los 
hidrocarburos en menos de 25 min (Figura 9.7A). Por otro lado, la columna óptima de 
BA proporciona una separación de los analitos en menos de 13 min (Figura 9.7B), 
aunque los pares fenantreno/antraceno y benzo[e]pireno/perileno sólo se resuelven 
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parcialmente, y además benzo[b]fluoranteno y benzo[k]fluoranteno coeluyen dando un 
pico único. Este hecho puede explicarse por la mayor hidrofobicidad de los monolitos 
de LA, que exhiben factores de retención más elevados para compuestos neutros y un 
mayor poder de resolución que las columnas monolíticas de BA-BDDA preparadas 
por iniciación química. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9.7. Separación en CEC de una mezcla de tiourea y 13 PAHs 
con columnas monolíticas de acrilato de composición optimizada, 
preparadas mediante iniciación química y con monómeros de base 
diferentes: (A) LA y (B) BA. Condiciones electrocromatográficas: 
fase móvil, 70:30% (v/v) ACN:Tris 5 mM (pH = 8.0); detección UV a 
254 nm; voltaje aplicado, 20 kV. Identificación de los picos: 
(1) tiourea, (2) naftaleno, (3) fluoreno, (4) fenantreno, (5) antraceno, 
(6) pireno, (7) benzo[a]antraceno, (8) benzo[b]fluoranteno, 
(9) benzo[k]fluoranteno (10) benzo[e]pireno, (11) perileno, 
(12) benzo[a]pireno, (13) benzo[g,h,i]perileno y 
(14) dibenzo[a,h]antraceno. 
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La representación de los valores de log k frente a los de log Po/w para los PAHs 
ensayados condujo en ambos casos a sendas rectas con coeficientes de correlación de 
R=0.9958 con el monolito de LA (Figura 9.8A) y de R=0.9970 con la columna de BA 
(Figura 9.8B), lo que indica que la retención de los analitos con las fases estacionarias 
monolíticas está basada fundamentalmente en un mecanismo de tipo hidrofóbico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9.8. Gráfico de los valores de log k en función de log Po/w para 
13 PAHs, obtenidos con columnas de composición optimizada de: 
(A) LA-BDDA y (B) BA-BDDA. Condiciones electrocromatográficas 
e identificación de los PAHs como en la Figura 9.7. 
 
El comportamiento electrocromatográfico de los monolitos de BA y LA se 
comparó asimismo utilizando una mezcla de cinco hormonas esteroideas junto con 
tiourea como marcador del EOF. Como puede verse en la Figura 9.9A, todos los 
analitos se separan en menos de 4 min con la columna de LA empleando una fase 
móvil con un 70% (v/v) de ACN y trabajando a un potencial de 10 kV. Para obtener 
una resolución similar con la columna de BA hubo que reducir el porcentaje de ACN 
en la fase móvil hasta el 45%, lo que requirió un mayor tiempo de análisis, cercano a 
los 8 min, a pesar de trabajar a 25 kV (Figura 9.9B). Además, en este caso se obtienen 
picos ligeramente más anchos, con la consiguiente pérdida de eficacia. 
A B
3 4 5 6 7 8
log P(o/w)
0.0
0.4
0.8
1.2
1.6
2.0
lo
g 
k
5
910
11
14
2
3
4
6
7
8
12 13
lo
g 
k
3 4 5 6 7 8
log P(o/w)
0.0
0.4
0.8
1.2
lo
g 
k
2
3
6
7
8, 9
13
10 11
4 5
12
14
lo
g 
k
Capítulo 9. Columnas de BA y LA con BDDA como cross-linker 
 
 
184 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9.9. Separación en CEC de una mezcla de tiourea y 5 
hormonas esteroideas con columnas monolíticas de acrilato de 
composición optimizada, preparadas mediante iniciación química y 
con monómeros de base diferentes: (A) LA y (B) BA. Condiciones 
electrocromatográficas: fase móvil, (A) 70:30 y (B) 45:55 % (v/v) 
ACN: Tris 5 mM (pH = 8.0); detección UV a 254 nm; voltaje 
aplicado, (A) 10 kV y (B) 25 kV. Identificación de los picos: 
(1) tiourea, (2) testosterona, (3) metiltestosterona, (4) progesterona, 
(5) propionato de testosterona y (6) 3-benzoato de β-estradiol. 
 
 
 
Este estudio ha dado lugar al trabajo que lleva por título “Chemical initiation 
for butyl and lauryl acrylate monolithic columns for CEC” (Electrophoresis 2009, 
30, 599-606), incluido en el ANEXO VI de la presente memoria. 
A B 
1
2
3
4
5 6
0 1 2 3 4 5
t (min)
0
20
40
60
80
A
 (m
A
U
)
A
 (m
A
U
)
0 2 4 6 8 10
t (min)
-5
0
5
10
15
20
A
 (m
A
U
)
1
2
3
4
5
6
A
 (m
A
U
)
Capítulo 10. Conclusiones generales 
 
 
185 
 
CAPÍTULO 10. CONCLUSIONES GENERALES 
 
10. Conclusiones generales 
 
En la presente Tesis se han preparado y caracterizado columnas monolíticas 
para CEC por polimerización in situ de mezclas que contenían diferentes monómeros 
de base metacrilatos y acrilatos. A partir de los resultados obtenidos, se pueden señalar 
las siguientes conclusiones: 
 
1.- Las propiedades electrocromatográficas de las columnas dependen 
fuertemente de la morfología del lecho. Variando la composición de la mezcla de 
polimerización y las condiciones en que se lleva a cabo el proceso es posible ajustar el 
tamaño medio de poro y el área específica de los monolitos. Estos parámetros 
condicionan las propiedades de flujo y de retención de las columnas, así como su 
eficacia. 
Se ha estudiado la influencia de diferentes factores: 
1.a. Naturaleza del monómero de base empleado: 
 Se han observado diferencias en el comportamiento electrocromatográfico de 
las columnas monolíticas obtenidas a partir de monómeros de base distintos. 
Así, dentro de una misma familia (metacrilatos o acrilatos), a medida que 
aumenta la hidrofobicidad del monómero empleado también lo hace la capacidad de 
retención de analitos neutros por los monolitos resultantes, así como el poder de 
resolución de mezclas complejas. 
Por otro lado, al sustituir en una mezcla de composición optimizada el 
monómero de metacrilato (BMA) por el de acrilato equivalente (BA) se obtiene una 
importante pérdida de resolución en los ensayos de CEC con las columnas resultantes, 
Capítulo 10. Conclusiones generales 
 
 
186 
poniendo de manifiesto la necesidad de optimizar la composición de la mezcla de 
polimerización para cada tipo de columnas. 
1.b. Tipo de iniciación: 
 Se han preparado columnas monolíticas iniciando la polimerización por vía 
térmica y por vía química, evidenciándose diferencias importantes en los mecanismos 
de nucleación de ambos procesos, que dan lugar a monolitos con distintas propiedades 
porosas y electrocromatográficas. 
1.c. Iniciador empleado dentro de un mismo tipo de iniciación: 
 Se han evaluado las prestaciones de columnas monolíticas polimerizadas 
térmicamente con dos iniciadores distintos, un compuesto azoico como es el AIBN y 
un peróxido orgánico, el LPO, observándose distintos comportamientos 
electrocromatográficos producidos por la diferente naturaleza química de ambos 
iniciadores. 
1.d. Concentración de iniciador: 
 Se ha investigado la influencia de la cantidad de iniciador utilizado en el 
proceso de polimerización, tanto en la iniciación química con peroxidisulfato como en 
la iniciación térmica con LPO. En ambos casos se observó que un aumento de la 
concentración de iniciador produce un incremento de la velocidad de polimerización, 
dependiendo la cantidad óptima a emplear tanto de la composición del medio como de 
las condiciones de polimerización. 
1.e. Temperatura de polimerización: 
 Se ha estudiado su efecto en la polimerización por vía química en tres medios 
diferentes. En todos los casos, una disminución de la temperatura conduce a una 
reducción de la velocidad global de polimerización, si bien el efecto producido difiere 
en función de la composición del medio (monómeros, porógenos e iniciador), 
condicionando la elección de la temperatura de trabajo. Así, en la preparación de los 
monolitos de BMA con peroxidisulfato – TEMED se ha trabajado a 4 ºC, mientras que 
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la polimerización de las columnas de LA con LPO – TEMED se ha realizado a 
temperatura ambiente. Por su parte, las columnas de BA-EDMA se han obtenido a 
4 ºC con el sistema porogénico 1,4-butanodiol/1-propanol/agua y a temperatura 
ambiente con el sistema ACN/etanol/agua. 
1.f. Relación monómeros/porógenos: 
 Se ha observado una marcada dependencia de las propiedades porosas con la 
relación monómeros/porógenos, de manera que una proporción elevada de monómeros 
da lugar a tamaños de poro reducidos que llegan a causar problemas de obstrucción de 
las columnas, mientras que si se aumenta demasiado el contenido de porógenos se 
producen pobres separaciones electrocromatográficas por los elevados tamaños de los 
poros y los glóbulos formados. 
1.g. Relación monómero/cross-linker: 
 Se han estudiado los efectos producidos al variar los contenidos relativos de 
monómero de base y cross-linker, resultando una marcada influencia en las 
propiedades morfológicas de las columnas. Dependiendo del monómero y del agente 
entrelazante empleados, la variación de sus proporciones relativas conlleva un 
desplazamiento de los tamaños de poro y de glóbulo del material monolítico en uno u 
otro sentido. Así, en las columnas de BA-EDMA un aumento del contenido de cross-
linker da lugar a glóbulos mayores, mientras que en las columnas de BA-BDDA se 
observa el efecto opuesto. 
Sin embargo, la tendencia seguida en el tamaño de glóbulo y por tanto en el 
área específica de los monolitos al variar el contenido de cross-linker no siempre 
coincide con la observada en sus propiedades de retención, como sucede en el caso de 
las columnas de BA-BDDA. Esto se debe a que el agente entrelazante permanece 
como parte integrante del monolito una vez formado, pudiendo modificar las 
interacciones de la fase estacionaria con los analitos y por tanto sus factores de 
retención. 
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1.h. Naturaleza del cross-linker: 
 Se han evaluado las propiedades de las columnas obtenidas a partir de un 
mismo monómero de base (BA) empleando el mismo sistema porogénico 
(1,4-butanodiol/1-propanol/agua) y el mismo sistema iniciador (peroxidisulfato 
amónico – TEMED) pero utilizando dos agentes entrelazantes diferentes (EDMA y 
BDDA), evidenciándose grandes diferencias en las prestaciones 
electrocromatográficas de ambos tipos de columnas. Este hecho se ha atribuido a las 
diferentes reactividades de los grupos metacrilato y acrilato, poniéndose de manifiesto 
la importancia de este factor en el proceso de polimerización y en la estructura de los 
monolitos resultantes. 
1.i. Contenido de monómero ionizable: 
 Se observa que el contenido de monómero ionizable (META) afecta a la 
velocidad de flujo en los ensayos de CEC, al condicionar las cargas formadas en la 
superficie del monolito y por tanto la magnitud del EOF generado. 
 Se ha evidenciado asimismo la influencia del contenido de META sobre la 
polaridad del medio de polimerización, de manera que cantidades relativamente 
elevadas de este monómero ionizable pueden llegar a producir problemas de 
solubilidad trabajando con monómeros de base hidrofóbicos, como es el caso del 
HMA, al introducir una polaridad excesiva en el medio. 
1.j. Naturaleza del disolvente porogénico: 
 Se han observado diferencias significativas en los tamaños de los poros y 
glóbulos de los monolitos de BA-EDMA obtenidos al utilizar dos sistemas 
porogénicos diferentes (1,4-butanodiol/1-propanol/agua y ACN/etanol/agua) 
manteniendo fijas las restantes condiciones de polimerización, poniendo de manifiesto 
la profunda influencia de este factor en las propiedades morfológicas de las columnas 
monolíticas. 
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1.k. Composición del disolvente porogénico: 
 Uno de los factores más adecuados para controlar el tamaño de poro de las fases 
estacionarias monolíticas es la composición del disolvente porogénico, por lo que se 
ha investigado su influencia en las propiedades de todos los tipos de columnas 
preparados en la presente Tesis. 
 Se ha estudiado la variación de las propiedades de las columnas monolíticas al 
modificar la proporción relativa de los disolventes orgánicos del sistema porogénico 
(1,4-butanodiol/1-propanol o ACN/etanol), dependiendo esta variación tanto de la 
naturaleza de monómero y cross-linker como del sistema de iniciación empleado. 
 En los casos en que ha sido posible se han estudiado asimismo las diferencias 
entre la polimerización en medio acuoso y no acuoso, resultando que un disolvente 
porogénico no acuoso permite obtener en mayor grado un ajuste fino de las 
propiedades porosas y por tanto electrocromatográficas de los monolitos. 
 
2.- Se ha examinado para cada tipo de columnas la repetibilidad y 
reproducibilidad de diversos parámetros electrocromatográficos, utilizando en cada 
caso la composición de la mezcla de polimerización que había dado los mejores 
resultados en términos de eficacia. En todos los casos se han obtenido coeficientes de 
variación aceptables o satisfactorios, con valores comprendidos entre 0.2% y 4.4% 
para la repetibilidad entre inyecciones y entre 0.3% y 8.9% para la reproducibilidad 
entre columnas. Para algunos monolitos de BMA y BA se ha estudiado además la 
reproducibilidad entre lotes, dando coeficientes de variación inferiores a 5.1% y 5.6%, 
respectivamente. 
 
3.- Se ha evaluado el mecanismo de interacción predominante entre las distintas 
fases estacionarias preparadas y diversos analitos neutros, estudiando el orden de 
elución de estos últimos y representando los logaritmos de sus factores de retención 
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(experimentales) frente a los coeficientes de partición en 1-octanol/agua (extraídos de 
la bibliografía). Al utilizar mezclas de PAHs como analitos, esta representación mostró 
una tendencia lineal en todos los casos, con coeficientes de correlación comprendidos 
entre R = 0.9875 y R = 0.9970, indicando un mecanismo marcadamente hidrofóbico. 
Al comparar las rectas obtenidas para los monolitos de los distintos monómeros 
de base estudiados dentro de cada grupo (metacrilatos o acrilatos), se observa que sus 
pendientes aumentan al hacerlo la hidrofobicidad del monómero de base empleado, 
reflejando la mayor retención de los analitos por la fase estacionaria. Así, dentro de las 
columnas de metacrilato, las de LMA dan rectas con mayores pendientes que las de 
HMA, y éstas a su vez son mayores que las obtenidas con columnas de BMA, 
coincidiendo con el orden de hidrofobicidad de los monómeros. 
Asimismo, el empleo de analitos con grupos más polares que los PAHs, como 
pueden ser las hormonas esteroideas, conducen a rectas con coeficientes de correlación 
marcadamente inferiores, como sucede en el caso de los monolitos de HMA, indicando 
la influencia de algún otro mecanismo de interacción además del puramente 
hidrofóbico. 
 
4.- Se han estudiado las propiedades porosas y electrocromatográficas de 
monolitos obtenidos con mezclas de monómeros de diferente hidrofobicidad como son 
el BMA y el LMA, evaluando la influencia de la composición del disolvente 
porogénico. Los resultados muestran que el comportamiento de retención de los 
monolitos de BMA-LMA presenta una marcada dependencia de los porcentajes 
relativos de los dos monómeros y de sus solubilidades en el medio de polimerización. 
Estas columnas mostraron eficacias y tiempos de análisis satisfactorios con respecto a 
las preparadas a partir de un solo monómero, por lo que su preparación constituye una 
interesante vía para ajustar las propiedades de las fases estacionarias de metacrilato 
con objeto de obtener separaciones adecuadas en CEC. 
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 5.- Se ha demostrado el potencial ofrecido por la iniciación química, no 
empleada hasta ahora en la preparación de columnas monolíticas de acrilato y 
metacrilato para CEC, habiéndose obtenido, tras la optimización de las condiciones de 
polimerización, fases estacionarias monolíticas con propiedades 
electrocromatográficas satisfactorias para todos los sistemas estudiados. Además, el 
peroxidisulfato es un adecuado sustituto del AIBN, obviando la peligrosidad del uso 
de este último. 
 
6.- De entre todas las columnas monolíticas estudiadas, las de mayores 
prestaciones electrocromatográficas han sido las obtenidas con LA como monómero 
de base. Así, los monolitos de LA preparados a partir de una mezcla de polimerización 
de composición optimizada mostraron una elevada capacidad de resolución para 
analitos neutros, y dieron excelentes eficacias, con Hmin entre 2.6 y 5.3 µm, para una 
mezcla compleja de PAHs. 
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ANEXO I 
 
En el siguiente enlace se puede encuentrar el artículo titulado “Peroxodisulfate 
as a chemical initiator for methacrylate-ester monolithic columns for capillary 
electrochromatography”, publicado en Electrophoresis 2008, 29, 910-918. 
 
http://www3.interscience.wiley.com/cgi-bin/fulltext/117891912/PDFSTART 
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ANEXO II 
 
En el siguiente enlace se puede encuentrar el artículo titulado “Preparation and 
characterization of hexyl methacrylate monolithic columns for CEC”, publicado en 
Electrophoresis 2008, 29, 3866-3874. 
 
http://www3.interscience.wiley.com/cgi-bin/fulltext/121402185/PDFSTART 
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ANEXO III 
 
En el siguiente enlace se puede encuentrar el artículo titulado “Lauroyl 
peroxide as thermal initiator of lauryl methacrylate monolithic columns for CEC”, 
publicado en Electrophoresis 2008, 29, 4399-4406. 
 
http://www3.interscience.wiley.com/cgi-bin/fulltext/121477034/PDFSTART 
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ANEXO IV 
 
En el siguiente enlace se puede encuentrar el artículo titulado “Capillary 
electrochromatography column behaviour of butyl and lauryl methacrylate 
monoliths prepared in non-aqueous media”, publicado en Electrophoresis 2009, 30, 
607-615. 
 
http://www3.interscience.wiley.com/cgi-bin/fulltext/121659096/PDFSTART 
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ANEXO V 
 
En el siguiente enlace se puede encuentrar el artículo titulado “Preparation and 
evaluation of butyl acrylate-based monolithic columns for CEC using ammonium 
peroxodisulfate as a chemical initiator”, publicado en Electrophoresis 2008, 29, 
3858-3865. 
 
http://www3.interscience.wiley.com/cgi-bin/fulltext/121433593/PDFSTART 
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ANEXO VI 
 
En el siguiente enlace se puede encuentrar el artículo titulado “Chemical 
initiation for butyl and lauryl acrylate monolithic columns for CEC”, publicado en 
Electrophoresis 2009, 30, 599-606. 
 
http://www3.interscience.wiley.com/cgi-bin/fulltext/121659100/PDFSTART 
 
 
 
